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MANEJO DE LA ANTRACNOSIS (Colletotrichum fructicola)
CON EXTRACTOS ORGANICOS EN FRUTOS DE AGUACATE Hass
EN POSCOSECHA
ANTHRACNOSE (Colletotrichum fructicola) MANAGEMENT WITH PLANT
EXTRACTS IN POSTHARVEST Hass AVOCADO FRUITS

Sandra Berenice Juarez Vazquez' y Mateo Vargas Hernandez?

RESUMEN

Los metabolitos secundarios (MS) sirven como
mecanismos de defensa de las plantas y han
demostrado tener un efecto antimicrobiano. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar
extractos metandlicos y hexanicos de cinco
especies de plantas, sobre el control de
antracnosis en condiciones in vitro e in vivo en
frutos de aguacate Hass. La identificacion del
patégeno se  realizO0  morfolégica vy
molecularmente; los extractos se obtuvieron
mediante un equipo Soxhlet. Las especies de
plantas evaluadas fueron: Prosopis laevigata,
Sapindus saponaria, Phytolacca icosandra,
Salvia leucantha y Cestrum dumetorum y se
emplearon dos métodos de evaluacién in vitro;
i) método de difusion de discos y ii) método de
envenenamiento del medio, para confirmar la
actividad fungicida de P. laevigata. Se realizé el
analisis fitoquimico cualitativo de las cinco
especies. El analisis estadistico consistié en
analisis de varianza y comparacion de medias
por el método de Tukey (P=0.05). Los
resultados mostraron que C. fructicola fue
causante de la antracnosis en frutos de aguacate
provenientes de Molango de Escamilla,
Hidalgo. El extracto metandlico de P. laevigata
fue el que present6 mayor efecto inhibitorio
contra C. fructicola, tanto in vitro (65.24 %)
como in vivo debido a la presencia simultanea
de flavonoides, terpenocides y alcaloides,
encontrados en el analisis fitoquimico.

Palabras clave: Colletotrichum fructicola,
Prosopis laevigata, extractos metanolicos.

1 Tesista

2 Director

ABSTRACT

Secondary metabolites (SM) serve as plant
defense mechanisms and have been shown to
have an antimicrobial effect. The aim of this
study was to evaluate the effect of methanol and
hexane extracts from five plant species on
anthracnose control under in vitro and in vivo
conditions in Hass avocado fruits. The
identification of the pathogen was performed
morphologically and molecularly; the extracts
were obtained by Soxhlet equipment. The Plant
species evaluated were: Prosopis laevigata,
Sapindus saponaria, Phytolacca icosandra,
Salvia leucantha and Cestrum dumetorum and
two methods of evaluation were used in vitro; i)
disk diffusion method and ii) Poison Food
Technique in solid media, to confirm the
fungicidal  activity of P. laevigata.
Phytochemical qualitative analysis  was
performed for the five species. The statistical
analysis consisted of analysis of variance and
means comparison using the Tukey test (P =
0.05). The results showed that C. fructicola was
the agent causing anthracnose in avocado fruits
from Molango de Escamilla, Hidalgo. The
methanol extract of P. laevigata had the highest
inhibitory effect against C. Fructicola, both in
vitro (65.24%) and in vivo due to the
simultaneous  presence  of  flavonoids,
terpenoids, and alkaloids found in the
phytochemical analysis.

Keywords: Colletotrichum fructicola, Prosopis
laevigata, methanol extracts



INTRODUCCION GENERAL
En el mundo la agricultura ha sufrido baja en la produccion de alimentos debido a enfermedades
en pre y poscosecha causadas por hongos, bacterias, virus y otros agentes (Singh et al., 2009).
Las acciones para el control de estas enfermedades han sido el uso de fungicidas sintéticos de
manera indiscriminada causando resistencia de los microrganismos, contaminacion de la
atmosfera y efectos perjudiciales en la salud de los seres humanos debido a los residuos toxicos
gue se encuentran en los alimentos de consumo humano (Jasso et al., 2011). El aguacate es un
fruto perecedero con alta tasa metabdlica que resulta en una vida Gtil de tan solo tres a cuatro
semanas a temperatura y humedad relativa 6ptimas (Yahia y Gonzalez-Aguilar, 1998), ademas,
es un producto con alto valor para la exportacion lo cual hace que lograr una buena calidad a su
destino final sea un reto importante (Kassim et al., 2013). El principal problema poscosecha en
aguacate es debido a especies del genero Colletotrichum, las cuales causan sintomas tipicos
conocidos como antracnosis, caracterizados por tejido necrético hundido donde se producen
masas de conidios color naranja. Para el manejo poscosecha de la antracnosis en aguacate,
generalmente se han empleado fungicidas quimicos, siendo procloraz de los mas efectivos
(Muirhead et al., 1982). Sin embargo, algunas especies de Colletotrichum han desarrollado
resistencia a algunos fungicidas quimicos tales como benzimidazoles y quinonas (Meazza et al.
2003); aunado a lo anterior, el incremento en la demanda de alimentos naturales ha llevado a la
investigacion de agentes antimicrobianos alternativos dentro de la industria alimentaria
(Temesgen et al., 2015). Hay muchas investigaciones que demuestran que el uso de extractos
de plantas puede ser una alternativa de manejo de enfermedades fitopatdgenas, ademas de ser

seguros para el medio ambiente y no causar dafios a los consumidores.



Considerando la informacidn antes expuesta, el presente trabajo se integr6 de cuatro capitulos,
en el primer capitulo se abord6 la informacion documental existente acerca de Colletotrichum
fructicola, su identificacién y control con extractos vegetales, asi como, los antecedentes
respecto a los estudios de la actividad fungicida de las especies Prosopis laevigata, Sapindus
Saponaria, Phytolacca icosandra, Salvia leucantha y Cestrum dumetorum y su descripcién
botanica. El segundo capitulo consistié en la identificacion morfolégica y molecular de la
antracnosis (C. fructicola) en frutos de aguacate, el tercer capitulo se desarroll6 para evaluar la
actividad fungicida de los extractos metandlicos de las cinco especies y extractos hexanicos de
P. laevigata, Salvia leucantha y Cestrum dumetorum utilizando dos métodos de evaluacion:
método de difusion de discos y método de envenenamiento del medio, finalmente, en el cuarto
capitulo se evaluo in vivo la actividad fungicida del extracto metandlico de P. laevigata, el cual
fue el que presentd mayor actividad fungicida. Si bien existen estudios donde se evalla la
actividad fungicida de extractos vegetales de los mismos géneros estudiados en el presente
trabajo, cabe mencionar que el efecto de un extracto va a estar influenciado por diferentes
factores como a) especie del hongo; b) patogenicidad del hongo; c¢) disolvente utilizado; d)
mecanismos de resistencia (enzimaticos, estructurales, cambio de la permeabilidad de la
membrana que le permitan aprovechar, evitar o destoxificar alguno de los compuestos presentes
en los extractos vegetales) (Diaz, 2016), de lo anterior se deriva que el objetivo general fue
identificar morfoldgica y molecularmente al patdgeno causante de la antracnosis en frutos de
aguacate provenientes de Molango, Hidalgo, evaluar in vitro los extractos metandlicos de cinco
especies y extractos hexanicos de tres especies en el control de C. fructicola y evaluar la

actividad fungicida in vivo del extracto metandlico de P. laevigata en frutos de aguacate Hass.
4



CAPITULO I. REVISION DE LITERATURA
1.1 EL CULTIVO DE AGUACATE

1.1.1 Produccion mundial y nacional
El origen de esta especie se sitUa en el area entre México y Guatemala. Segun datos de
FAOSTAT, la produccién mundial de aguacate para el afio 2013 se estimé en 4 717 102 t. En
Meéxico se obtuvo el 31 % de la produccion mundial con 1 467 837 t, por lo cual se considera el
mayor productor en el mundo. Los principales productores para el afio 2013 fueron México,

Republica Dominicana, Colombia, Peru e Indonesia (Figural.1l) (FAOSTAT, 2013).

1467837

Toneladas

387546
m 288387 276311

Mexico Republica Colombia Peru Indonesia
dominicana

Paises

Figura 1.1 Produccién mundial de aguacate afio 2013 (FAOSTAT, 2013)

A nivel nacional las entidades con mayor produccion son: Michoacéan, 1 219 553.58 t; Jalisco,
100 250.33; Estado de México, 64 928.13; Nayarit, 36 691.01 y Morelos, 27 656.05 t (SIAP,
2014) (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Produccién nacional de aguacate en México (SIAP, 2014)

1.1.2 Exportacion

El aguacate mexicano para el primer semestre del afio 2014 fue comercializado en 21 mercados
entre los que resaltan por su valor econdmico: Estados Unidos, Japon, Canada, Costa Rica, El
Salvador, Honduras, Francia, Guatemala, Espafia, China, Paises Bajos, Hong Kong, Reino
Unido, Alemania, Singapur y Bélgica. En Estados Unidos, principal mercado de exportacion,
se comercializd aguacate con un valor de 651 millones 328 mil dolares, lo que significd un
incremento de 31 por ciento en comparacion con el lapso enero-junio del afio 2013 (SAGARPA,
2014).

En un analisis de las exportaciones de aguacate en México con datos evaluados durante diez
afios (periodo 2003-2013), se observa que éstas han aumentado, iniciando con un valor de 124



239 ten el afio 2003 a 563 492 t para el afio 2013; lo cual indica que el sistema producto aguacate

es uno de los mas importantes para la generacion de divisas en México (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Valor de las exportaciones de aguacate en México (2003-2013). (FAOSTAT, 2013)

1.2 ANTRACNOSIS EN AGUACATE

1.2.1 Importancia
La antracnosis es la pudricion de frutos maduros de aguacate mas comun, ademas de generar
efectos también en las hojas, tallos y frutos jovenes. La enfermedad ha sido reportada en la
mayoria de las areas productoras de aguacate en el mundo. En diversos lugares, es la enfermedad
mas importante y puede causar pérdidas de frutos de mas del 37 %, particularmente en los

cultivares mas susceptibles y areas con altas precipitaciones (Menge y Ploetz, 2003).

1.2.2 Agente causal
Generalmente se ha atribuido a Colletotrichum gloeosporioides y C. acutatum ser los causantes
de la antracnosis en aguacate (Cooke et al., 2009). Sin embargo, se han reportado diversidad de
especies afectando al aguacate, las cuales han sido identificadas con analisis filogenético
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multilocus. Segun el Centro Nacional de Informacidn Biotecnolégica de Estados Unidos (NCBI,
2016), Colletotrichum pertenece al reino Fungi, phylum Ascomycota; clase Sordariomycetes;

orden Glomerellales y familia Glomerellaceae.

1.2.3 Ciclo del patégeno
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Figura 1.4. Ciclo biol6gico de Colletotrichum spp. (Agrios, 2005).
1.2.4 Sintomatologia

Los sintomas pueden ocurrir en frutos maduros o inmaduros. En frutos maduros, los sintomas

al principio aparecen como manchas pequefias, circulares y café claras. Estas manchas se
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alargan rapidamente y cambian de color de café obscuro a negro. Los centros de las manchas
pueden estar ligeramente hundidas y, si los frutos se mantienen en un ambiente himedo, se
desarrollan masas de conidios rosas sobre las manchas. La pudricion puede penetrar
profundamente en el mesocarpio de los frutos (Cooke et al., 2009). En las hojas, aparecen
lesiones cloroticas, posteriormente necrdticas, cafés, las cuales coalescen para formar un apice
muerto. Ocasionalmente, los sintomas en las hojas son severos causando defoliacion del arbol.
En las inflorescencias, se forman lesiones negras causando su muerte o aborto de frutos (Menge

y Ploetz, 2003).

1.2.5 Epidemiologia
En el campo, produce conidios en acérvulos en residuos de plantas. Se propagan por
salpicamiento con la lluvia, y pueden infectar cualquier parte de los hospedantes, pero las flores
y los frutos son los mas susceptibles. La infeccion y esparcimiento es favorecido por alta
humedad y clima célido, con una temperatura éptima de 28 °C (Menge y Ploetz, 2003). En
presencia de agua en la superficie de los tejidos del fruto, los conidios germinan en 7 h. Cada
conidio germinado produce un tubo germinativo que alcanza una longitud de 10-20 pm.
Aproximadamente de 5 a 6 h después de la emergencia del tubo germinativo, comienza el
desarrollo de un apresorio. Inicialmente el apéndice del tubo germinativo se hincha, y al alcanzar
el maximo tamafio, la pared del apresorio engruesa y oscurece considerablemente, y un poro
germinativo central se desarrolla en la pared ventral. Posteriormente, una clavija de infeccion
emerge de este poro germinativo y penetra en la capa exterior de cera y la cuticula de la

epidermis del fruto (Dann et al., 2013).



Los frutos de aguacate infectados pueden ser cosechados sin ningun sintoma visible, pero la
enfermedad se desarrolla posteriormente durante el almacenamiento y comercializacion

(Barkai-Golan, 2001).

1.2.6 Manejo

Algunos cultivares, tales como ‘Fuerte’, ‘Ricon’ y “Wurtz’, son mds susceptibles a la antracnosis
que el cultivar ‘Hass’ (Menge y Ploetz, 2003). Los patrones utilizados para el injerto pueden
influenciar en la incidencia y severidad de la enfermedad. Cuando el cv. Hass fue injertado en
el patron cv. Velvick, se redujo la incidencia de la antracnosis en frutos, que cuando se injerto
en el cv. Duke 6, debido posiblemente a la diferente capacidad de absorcion de Ca por
translocacion hacia los frutos (Hofman et al., 2002b). La resistencia a la antracnosis en frutos
inmaduros esta correlacionado con la presencia de altas concentraciones de compuestos
antinfangicos preformados. Los mayores compuestos antifingicos que han sido reportados son
1-acetoxi-2-hidroxi-4-oxo-heneicosa-12, 15 dieno y 1-acetoxi-2,4dihidroxi-n-heptadeca-16-
eno. Por lo tanto, los cultivares que son mas susceptibles a la enfermedad muestran un rapido
decremento en ambos compuestos durante la maduracion del fruto (Prusky, 1996). Ademas del
Ca, también se ha correlacionado la baja concentracion de Mg y K en el fruto y alta severidad
de antracnosis (Marques et al., 2006).

En cuanto al manejo bioldgico, la aplicacion de Bacillus subtilis al momento del empaque
resultd en un buen control de la antracnosis (Korsten et al., 1995). Sin embargo, la dificultad en
la comercializacion de los productos bioldgicos, principalmente debido al tamafio limitado del

mercado, altos costos de desarrollo y eficacias inconsistentes, son las mayores barreras (Dann
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et al., 2013). Ademas, las condiciones en poscosecha estan bastante estables, por lo cual
generalmente se cree que los microorganismo antagonistas son exitosos, sin embargo, uno de
los mayores obstaculos del desarrollo de productos biologicos para el tratamiento poscosecha
es que son incapaces de controlar infecciones latentes; por tanto, las aplicaciones precosecha
podrian evitar la colonizacion de los patdgenos, representando un gran reto debido a que los
organismos deben ser tolerantes a baja disponibilidad de nutrientes, radiacion UV, altas
temperaturas y condiciones de sequia (Ippolito y Nigro, 2000).

Los fungicidas quimicos se han utilizado en algunos paises, pero no estan registrados para su
uso en Estados Unidos. Se ha reportado que el tratamiento poscosecha con procloraz al 2 % y
benomil al 0.05 % + procloraz al 0.05 % controla satisfactoriamente la antracnosis después de
16 d de almacenamiento a 13 °C (McMillan y Narayanan, 1990). Sin embargo, los mas
utilizados son los fungicidas aplicados antes de la cosecha, como hidroxido de cobre, 6xido de
cobre y oxicloruro de cobre (Dann et al., 2013). En algunos paises, se utiliza estrobilurinas,
como azoxistrobin, intercalando con compuestos cupricos y reduciendo el nimero de
aplicaciones para evitar la resistencia (Coates et al., 2001).

En cuanto a medidas culturales, remover frutos infectados, ramas muertas y hojas reduce el nivel
de in6culo. La ventilacién dentro de la copa del arbol se puede mejorar con la poda,
proporcionado condiciones menos favorables para la acumulacién del in6culo (Dann et al.,
2013). En poscosecha, se recomienda refrigerar los frutos a 7 °C tan pronto sean cosechados.
Temperaturas mas bajas después de la cosecha podrian causar dafio por frio. Los retrasos de mas
de seis h antes del enfriamiento incrementan los dafios por antracnosis (Cooke et al., 2009). Sin

embargo, almacenar frutos cv. Hass parcialmente maduros, por4da 1,50 12 °C, no altera su
11



calidad, mientras que almacenarlos por largos periodos (14 d), puede ser problematico debido a
la estimulacién del desarrollo de pudricion y pigmentacion rosada de la pulpa (Arpaia et al.,
2015). El encerado (17.2 % carnauba + 1.8 % goma laca) del fruto con doble capa decrece el
dafo por frio, el metabolismo y produccion de etileno, y prolonga el periodo de comercializacién
del fruto almacenado a 3 °C por 46 d (Mendieta et al., 2016). También se ha obtenido buena
desinfeccion de frutos con agua caliente (42 °C) por 25 min despues de la desinfeccion en frio
(Hofman et al., 2002a). Para favorecer la madurez del fruto, se realiza a menudo la aplicacion
de etileno durante el almacenamiento en frio, lo que puede causar decoloracion del mesocarpio.
El uso de bolsitas absorbentes que remueven el etileno de atmdsferas modificadas reduce estos
dafos (Pesis et al., 2002).

El manejo poscosecha no debe ser el Unico para evitar enfermedades, se debe tomar en cuenta
también desde el manejo en campo para disminuir el desarrollo de enfermedades en
almacenamiento. La aplicacion de Ca es recomendada para disminuir la incidencia de
pudriciones poscosecha de frutos (Everett et al., 2007), igualmente las aplicaciones excesivas
de N inorgénico incrementa la incidencia y severidad de la antracnosis (Willingham et al.,

2006).

1.3 EXTRACTOS VEGETALES EN LA PROTECCION DE CULTIVOS

1.3.1 Antecedentes
México posee una ubicacién privilegiada en la superficie terrestre, funciona como un puente
entre los dos subcontinentes. Su orografia y grandes costas hacen un ambiente diverso y

ecologico uUnico, capaz de albergar numerosas especies de vegetales. Los metabolitos
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secundarios (MS) son compuestos bioactivos de bajo peso molecular que son considerados
como no esenciales para el mantenimiento de la vida, pero cruciales para la supervivencia del
organismo productor (Yazdani et al., 2011), en muchos casos sirven como mecanismos de
defensa de las plantas contra depredacion por microorganismos, insectos y herbivoros. Diversos
productos derivados de las plantas han demostrado tener un efecto antimicrobiano. Entre estos
compuestos destacan los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas
y polipéptidos (Cowan, 1999). Los MS son producidos en rutas especificas y los sitios de
sintesis pueden variar entre los tipos de compuestos y entre especies de plantas. Ademas,
algunos compuestos pueden ser producidos por todos los tejidos, mientras que otros se producen
en un tipo de tejido o incluso en células especificas (Yazdani et al., 2011). Se ha encontrado que
los extractos de algunas especies de plantas son activas contra muchos hongos fitopatégenos sin
tener efectos secundarios nocivos. Algunos extractos de plantas actian como fungicidas de
contacto, algunos interrumpen la integridad de la membrana celular en diferentes etapas de
desarrollo del hongo, mientras que otros inactivan enzimas clave e interfieren con los procesos
metabolicos (Dimetry, 2014).

Se ha encontrado que numerosas especies de plantas de México contienen metabolitos
antifungicos, especialmente las familias Asteraceae, Labiatae, Fabaceae y Brassicaceae, para las
cuales ha sido determinada su actividad fungicida a través de analisis (Damian et al., 2008). Sin
embargo, existen algunas que no se han estudiado como Cestrum dumetorum, Phytolacca
icosandra, Prosopis laevigata, Salvia leucantha y Sapindus saponaria, por lo tanto, se

determiné la actividad fungicida en Colletotrichum fructicola.
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1.3.2 Cestrum dumetorum

1.3.2.1 Descripcion botanica
El género Cestrum contiene méas de 300 especies, y la mayoria de ellas son nativas de areas
tropicales y subtropicales de América (Khan et al., 2011), pertenece a la familia Solanaceae y
son arbustos o arboles pequefios; perennes o caducos. Tallos erectos o dispersos o trepadores.
Hojas estrechas; lanceoladas elipticas u ovales u oblongas; margenes enteros. Inflorescencias
en racimos de flores; terminal o axilar. Flores aromaticas o no aromaticas. Calices cortos; de
tubular a acampanado; 5 -dentada o 5 -lobulada. Corolas de simetria radial; 5 -lobulada; amarilla
0 roja o blanca o verdosa; en forma de bandeja o forma de embudo. Pétalo con I6bulos agudos;
de erectos a dispersos o reflejados. Cinco estambres; iguales o desiguales; incluidos dentro de
corolas. Las frutas son bayas pequefias; de globosas a elipsoidales; color blanquecino o rojo o

negro o violeta-marron; 2 l6culos (Burrows y Tyrl, 2013).

1.3.2.2 Importancia
El género Cestrum tiene muchas aplicaciones en la medicina folclérica, por ejemplo, C. parqui
se utiliza como tratamiento para la fiebre y la inflamacion, en China se utilizan las hojas de C.
nocturum por su importancia farmacoldgica en quemaduras e inflamaciones y en Las Islas del
oeste de India se utiliza como tratamiento para la epilepsia y como estupefaciente (Al-Reza et
al., 2010). No existen estudios de Cestrum dumetorum Schlecht de la actividad fungicida, sin
embargo, estudios hechos en plantas del mismo género podrian dar una visualizacién general
de los efectos fungicidas que esta especie pudiera tener. Se ha encontrado que los extractos
metandlicos de C. nocturnum L. tiene un efecto inhibitorio significativo del crecimiento micelial

de Rhizopus stolonifer, Fusarium spp. (Barrera-Necha y Bautista-Bafios, 2008; Bautista-Barios
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et al., 2008), F. solani (78,9 %), B. cinerea (76,3 %), S. sclerotiorum (75,2 %), R. solani (72,1
%), P. capsici (68,4 %) y F. oxysporum (67,0 %) (Al-Reza et al., 2010). En otro estudio se
evalué el efecto del extracto crudo de C. nocturnum L. en la germinacion conidial de
Colletotrichum gloeosporioides mostrando el mejor efecto fungicida dentro de las 40 especies

de plantas estudiadas (Hernandez-Albiter et al., 2007).

1.3.3 Phytolacca icosandra

1.3.3.1 Descripcién botanica
Phytolacca icosandra (Phytolaccaceae) es un arbusto originario de América tropical (desde
México hasta Per( y encontrado también en las islas del Caribe), pero que ahora se ha
naturalizado en las regiones montafiosas del centro y el este de la Isla de Java. Es una maleza
nociva en Australia, Nueva Zelanda y Sudafrica (Treyvaud et al., 2000). Es anual o perenne de
vida corta, con frecuencia robusta, poco pubescente y algo suculenta. Puede llegar a medir hasta
2 m, sus tallos son ramificados, huecos y angulosos, mientras que las hojas elipticas u ovado-
elipticas, de 7-20 cm de largo y 2.5 a 9.5 de ancho. Posee inflorescencias en racimos axilares y
terminales, de 8 a 15 cm, con flores subsésiles o sobre pedicelos de 2 a5 cm de largo. Sus frutos
son carnosos de forma globosa-aplanados, de 6 a 8 cm de diametro, color verde cuando son
tiernos y pasando a negro cuando son maduros. La semilla es negra, de 2.5 mm de largo

(CONABIO, 2016).

1.3.3.2 Importancia
La quimica de Phytolaccaceae es bastante amplia y comprende una variedad de metabolitos

secundarios, tales como saponinas, flavonoides y ligninas (Williams et al., 2002). Hay una

15



historia de la presencia de los principios activos en los extractos acuosos y alcohdlicos de las
hojas y frutos de varias especies del género Phytolacca, con accion analgésica, antiinflamatoria,
bactericida, fungicida, molusquicida y mitogénica (Hernandez et al., 2013). Diferentes
saponinas en extractos acuosos han mostrado efecto espermicida y hemolitica (Treyvaud et al.,
2000). En uso veterinario en condiciones in vitro, los extractos etandlico y diclorometano
inhibieron la migracién larval de Haemonchus contortus, un nematodo parésito de cabras y
ovejas. Ademas, el extracto etandlico inhibio6 al 72.25 % la eclosion de los huevecillos. Estos
efectos son atribuidos a los terpenoides, flavoniodes, esteroides, cumarinas y/o saponinas que
estuvieron presentes en los extractos evaluados (Hernandez-Villegas et al., 2011). En ensayos
in vivo con los mismos extractos, mostraron reduccion de huevecillos del nematodo en las heces
fecales de las cabras, a las cuales se les administraron 250 mg kg™ de extracto etandlico via oral,
sin causar ningun efecto negativo en la salud de los animales (Hernandez-Villegas et al., 2012).
Por otra parte, P. icosandra es capaz de sobrevivir en suelos contaminados con hidrocarburos y
cadmio, propiedades que la hacen adecuada para uso en fitorremediacién de suelos (Gonzalez-
Chéavez et al., 2009; Rodriguez-Vazquez et al., 2016). En el area agricola, se ha evaluado su
fitotoxidad para el control de Trialeurodes vaporariorum W. encontrando que los extractos
metanolicos y acuosos de P. icosandra mostraron la més alta toxicidad bajo condiciones de
laboratorio (39.5 y 40.5 %, respectivamente) e invernadero (23.3 y 26.3 %, respectivamente)

(Angeles-Martinez et al., 2011)
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1.3.4 Prosopis laevigata

1.3.4.1 Descripcion botanica
El género Prosopis, al cual pertenece el mezquite, es una planta silvestre de la familia
Leguminosae (Fabaceae), subfamilia Mimosoideae. Prosopis (Gallegos-Infante et al., 2013)
comprende cerca de 44 especies en las regiones secas, calurosas del mundo, donde dominan la
vegetacion (Burrows y Tyrl, 2013). En las regiones secas y calurosas de México crecen nueve
especies de Prosopis de manera natural en un area que cubre 3.5 millones de ha. Prosopis
laevigata se puede encontrar en algunas localidades de Guerrero, Querétaro, Estado de México,
Michoacéan, Morelos, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Veracruz, Nuevo Leon, Aguascalientes,
Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco y Zacatecas (Carrillo et al., 2008). Su madera se usa para
madera, pisos Yy lefia. Produce abundante néctar, sus flores son facilmente visitadas por abejas,
quienes producen una miel dulce (Burrows y Tyrl, 2013). Son plantas perennes; arboles de
forma irregular o arbustos grandes; follaje grisaceo. Tallos erectos o ascendentes; corteza de
color marrén oscuro, aspero, surcada; ramas rigidas, de color marrén grisaceo, en zigzag, con
espuelas cortas, armado con 1 o 2 espinas gruesas en los nodos, yemas terminales ausentes.
Hojas alternadas, cortas en los extremos de las espuelas; bipinada compuesta, de forma
dicotémica bifurcada; de 12 -36 foliolos, limbo de lineal a oblongo, &pices obtusos o apiculada,
margenes enteros; estipulas modificadas en espinas. Inflorescencias elongadas en racimo o
espigas; transmitidas en ramales; normalmente pendular. Flores fragantes; numerosas;
pequefias; perfectas; radialmente simétricas. 5 sépalos; fusionados. 5 pétalos; libres; de color

blanco cremoso a amarillo palido. 10 estambres. Legumbres cilindricas; constrefiidas
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ligeramente entre las semillas; de 7 de 25 cm de largo; amarillo bronceado; indehiscente. 5 -18

semillas; duras; marrdn; brillantes (Burrows y Tyrl, 2013).

1.3.4.2 Importancia
Los extractos metanolicos de P. laevigata se han evaluado en nematodos parésitos de animales,
principalmente rumiantes, teniendo efecto en pruebas in vivo de mortalidad contra Haemonchus
contortus (De Jests-Gabino et al., 2010). Ademas, los extractos acetonicos de las hojas poseen
efectos antihipertensivos y efectos antioxidantes (Garcia-Andrade et al., 2013). En otras ramas
de la ciencia, se ha encontrado poseer caracteristicas anticorrosivas del aluminio (Ramirez-
Arteaga et al., 2013). En cuanto al efecto antifingico de esta especie, no existen estudios. Sin
embargo, se han evaluado extractos metanodlicos de Prosopis juliflora contra hongos
importantes que afectan a semillas, Aspergillus spp., teniendo mayor efecto contra A. flavus
(Satish et al., 2007). Mientras que en un estudio de inhibicion de Alternaria alternata, se obtuvo
un mejor resultado con los extractos alcaloides de hojas de la misma especie, inhibiendo en 100
% con una concentracion de 1 000 mg L™ (Raghavendra et al., 2009). Extractos acuosos de P.
juliflora posee efectos alelopéaticos contra Cymodon dactylon (Al-Humaid y Warrag, 1998) y
antibacteriales, contra bacterias fitopatdgenas Xanthomonas axonopodis (Raghavendra et al.,
2009) y bacterias que afectan a humanos (Ahmad et al., 1986). Las propiedades medicinales de
P. juliflora se debe a los diferentes compuestos quimicos que posee, tales como alcaloides,
flavonoides, terpenoides, saponinas y compuestos fenolicos distribuidos en diferentes partes de
la planta, e incluso del polen, se han extraido diversos compuestos activos para usos medicinales

(Prabha et al., 2014).

18



1.3.5 Salvia leucantha

1.3.5.1 Descripcion botanica

Salvia es el género mas grande de la familia Lamiaceae con méas de 900 especies. Son plantas
herbaceas o subarbustos o arbustos; anuales o bienales o perennes; hierba a menudo aromatica,
glabra a glandular o con varios indumentos. Tallos erectos o ascendentes; de 20 -175 cm de
altura; ramificado o no ramificado de arriba. Hojas pecioladas o sésiles; hojas de varias formas;
bordes enteros o dentados o lobulados. Inflorescencias verticales; 2 a 40 flores; transmitidas en
racimos o paniculas; bracteas y bracteolas normalmente presentes. Célices bilabiados; de tubular
a acampanado; de 10 - 15 o -nervaduras; labios superiores enteros o trilobulados; labios
inferiores profundamente monolobulados. 5 sépalos; vellosos; l6bulos pequefios, a menudo
espinosas. Corolas bilabiadas; tubulares; labio superior bilabiado o entero, cubierto o recto o
arqueado; labios inferiores trilobulados, disperso, I6bulo medio grande, a menudo emarginado.
5 pétalos; azul a purpura a lavanda o blanco o rojo. 2 estambres; exertos o incluidos dentro de
corolas. Nuculas globosas u ovoides; ligeramente triangulares; ligeramente 0 minuciosamente

tuberculado (Burrows y Tyrl, 2013).

1.3.5.2 Importancia
La especie Salvia leucantha ha sido evaluada en diversidad de estudios, encontrando efecto de
sus aceites esenciales contra mosquitos transmisores de enfermedades para el humano (Aedes
aegypti y Anopheles quadrimaculatus) (Ali et al., 2015). También posee actividad potencial
antitumoral (Sridharan et al., 2011). En algunas partes del estado de Guerrero, México, sigue

siendo utilizada como planta medicinal para tratar el dolor de estbmago y el cansancio (Juarez-
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Vazquez et al., 2013). En trabajos previos sobre Salvia centrados en fitoquimicos especificos,
utilizando técnicas cromatogréaficas, se resalta la presencia caracteristica de acido carndsico,
carnosol, y flavonoides (Exarchou et al., 2015). Rajendran y Prabha (2016) sintetizaron
nanoparticulas de plata a partir de extractos acuosos, las cuales mostraron actividad antibacterial

contra Bacillus, Escherichia coli, Proteus vulgaris y Streptococcus pneumonia.

1.3.6 Sapindus saponaria

1.3.6.1 Descripcién botanica
Pertenece a la familia Sapindaceae, son arboles pequefios, de 8 a 15 m de altura, hojas alternas
generalmente parapinnadas con longitud de 15 a 20 cm. La lamina de la hoja es pequefia y
eliptica, lanceolada, de 5 a 12 cm de longitud y 1.5 a 7 cm de anchura, la punta es obtusa a
acuminada y la base asimétrica, aguda u obtusa. Posee inflorescencias axilares o terminales en
forma de panicula, en las cuales las flores miden 4 mm de didmetro. El fruto rojizo globular es
carnoso y arrugado en su superficie, midiendo de 1 a 2 cm de didametro. Es una drupa y no una
berry (como se describe en algunos libros), el cual tiene un endocarpio duro. En su interior

presenta semillas negras ricas en grasa (Roth y Lindorf, 2002).

1.3.6.2 Importancia
Los frutos contienen saponinas en su mesocarpio carnoso, el cual macerado con agua produce
espuma similar al jabon, y por lo tanto, es usado como sustituto de jabon por nativos de
Venezuela y Brasil (Roth y Lindorf, 2002). Esta especie posee efectos insecticidas contra mosca
blanca (Trialeurodes vaporariorum) (Porras y LOpez-Avila, 2009), efecto herbicida de extractos

hexanico y acetato de etilo contra Euphorbia heterophylla y Echinchloa cruz-galli (Grisi et al.,
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2015). En cuanto a propiedades medicinales, posee actividad espermicida, antiulceérico,
hepatoprotectivo y antinflamatorio (Pelegrini et al., 2008). Su efecto antibiotico contra Bacillus
cereus y Staphylococcus aureus (bacterias que causan enfermedades en humanos) se logro
utilizando extractos hidrometanolicos extraidos de la parte aérea de la planta (Rashed et al.,
2013a), incluso efecto antiviral obtenido utilizando extracto metanolico (Rashed et al., 2013b).
También posee efecto muluscocida (Ribeiro et al., 1995). No se ha estudiado su actividad

fungicida en fitopatdgenos, lo cual hace de esta investigacion el primer estudio.

1.4 Metabolitos secundarios con actividad fungicida
1.4.1 Alcaloides

Los alcaloides (compuestos hidrofilicos) se almacenan en la vacuola (Yazdani et al., 2011). Son
importantes en las plantas debido a que son utilizados como defensa contra patégenos,
principalmente contra hongos como Colleotrichum spp., Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea,
Phomopsis spp. (Oliva et al., 2003). Se ha demostrado el efecto de los diversos tipos de
alcaloides para inhibir hongos fitopatdgenos, por ejemplo, los compuestos dehidrocoridalmina
y oxiberberina inhibieron la germinacion de conidios de Helminthosporium, Curvularia,
Alternaria cajani, Bipolaris sp. y Fusarium udum (Singh et al. 2009), el compuesto
entnorsecurinina  inhibi6 a especies de Curvularia, Colletotrichum, Alternaria,
Helminthosporium y Fusarium udum (Goel et al., 2002). En otros estudios se ha encontrado un
efecto herbicida, sin embargo, de efecto moderado o de amplio espectro para su uso agroquimico
comercial (Iwasa et al., 2000). EI mecanismo de accion se atribuye a su habilidad para

intercalarse con el ADN (Cowan, 1999).
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1.4.2 Flavonoides
Los flavonoides son estructuras fenolicas que contienen un grupo carbonilo, son sustancias
fenolicas hidroxiladas que se producen por una unidad C6-C3 unida a un anillo aromatico y son
almacenados en las vacuolas. Desde que se sabe que los flavonoides se sintetizan por las plantas
en respuesta a una infeccion microbiana, no es sorprendente encontrar que son sustancias
antimicrobianas eficaces contra una amplia gama de microorganismos. Su actividad es
probablemente debido a su capacidad para formar complejos con proteinas extracelualres y
solubles y para formar complejos con las paredes celulares bacterianas (Cowan, 1999).

1.4.3 Terpenoides
El mecanismo de accion de los terpenos no se entiende completamente, pero se especula que
implica la disrupcion de la membrana por los compuestos lipofilicos (Cowan, 1999). Los
terpenoides son secuestrados en los conductos de resina, laticiferos, células de aceite, tricomas,
o en la cuticula (Yazdani et al., 2011). Algunos terpenoides, como B-pinena posee efecto contra
Ceratocystis minor, el cual hace simbiosis con el escarabajo del pino y atacan al mismo, por lo
cual, la produccién de este compuesto puede ser un importante mecanismo de defensa contra el
ataque de estos patdgenos (Bridges, 1987). Los terpenoides o terpenos, poseen actividad contra

bacterias, hongos, virus y protozoarios (Cowan, 1999).

En el Cuadro 1.1, se resumen algunas clases de metabolitos secundarios y su mecanismo de

accion contra microorganismos patogenos.
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Cuadro 1.1. Principales clases de compuestos antimicrobianos de las plantas (Cowan, 1999)

Clase Subclase Ejemplo Mecanismo

Fenoles Fenoles simples  Catecol Restriccion del sustrato
Acido fenolicos  Acido cinamico
Quinonas Hipericina Se unen a las adhesinas, complejo con la

pared celular, inactiva enzimas

Flavonoides Crisina Se unen a las adhesinas
Flavonas Abyssinone Inactiva enzimas
Taninos Elagitaninos Se unen a las proteinas

Se unen a las adhesinas
Inhibicidn enzimatica
Restriccion de sustrato

Complejo con pared celular
Disrupcion de la membrana
Formacién de complejos de iones

metalicos
Cumarinas warfarina Interaccion con el ADN eucariota
(Actividad antiviral)
Terpenoides, Capsaicina Disrupcion de la membrana
aceites
esenciales
Alcaloides Berberina Se intercalar en la pared celular y/o ADN

Piperina

1.5 IDENTIFICACION MOLECULAR DE HONGOS
1.5.1 Antecedentes

La biologia molecular inici6 su auge cuando se inventd la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), en 1983 por Kary B. Mullis, con lo cual fue merecedor del premio Nobel en 1993. Asi
mismo, con la invencidn de la secuenciacion del ADN por Sanger en 1977 (Sanger et al., 1977),
se inicié un campo en el andlisis de secuencias de ADN de diversos organismos. En la actualidad
se cuenta con métodos mejorados de extraccion de ADN de cualquier organismo, secuenciacion
rapida, masiva y econémica, y una base de datos enorme de secuencias, incluyendo genomas

completos (GenBank), asi como herramientas informaticas para su analisis. La identificacion
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precisa de hongos fitopatogenos es esencial en todos los aspectos en fitopatologia, desde la
investigacion fundamental en la biologia de los patdgenos hasta el control de las enfermedades
que causan (McCartney et al., 2003). Los avances en la identificacion molecular han permitido
el aislamiento de Colletotrichum fructicola de una diversidad de hospedantes y lugares en el
mundo, incluyendo frutales y ornamentales, ademas del aguacate (Cuadro 1.2), lo cual sirve
para tomar medidas y estrategias para su manejo en campo Yy postcosecha, debido a su alto
potencial patogénico y a la sensibilidad a los fungicidas que presentan diferentes especies del
mismo complejo (Hwang et al., 2010; Lima et al., 2015; Ramdial et al., 2015) y virulencia hacia

sus hospedantes (Alvarez et al., 2014; Xu et al., 2014).

Cuadro 1.2. Hospedantes y genes utilizados en el analisis multilocus para la identificacién de
Colletotrichum fructicola
Nombre

Hospedante cientifico Lugar Genes utilizados Referencia
Persea
Aguacate americana Mexico ITS Este estudio
Colombia ITS, GAPDH, TUB2 Gafan et al., 2015
Australia ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1 Weiretal., 2012
Guarnaccia et al.,
Australia ITS, TUB2, HIS, TEF1 2016
Coffea Tailandia, ITS, ACT, CAL, GS, GAPDH, Prihastuti et al.,
Café arabica Laos TUB2 2009
Tailandia, Phoulivong et al.,
Laos ITS, ACT, GAPDH, TUB2 2010
ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1,
Tailandia GS, SOD2, TUB2 Weir et al., 2012
Malus
Manzana domestica Uruguay ITS, GAPDH, TUB2 Alaniz et al., 2015
China ITS, ACT, TUB2, GAPDH Fuetal., 2013;
Arzanlou et al.,
Iran ITS, TUB, ACT, CAL, HIS 2015
Brasil ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1 Weiretal., 2012
ITS, ACT, CAL, CHS-1, GAPDH,
China GS, TUB2, SOD2 Jiang et al., 2014
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Pera

Naranjo
Papaya

Mango

Fresa

Chile

Mora
Gleditsia
Yezgo

Eugenia

Aucuba

Yute

Pyrus
bretschneideri
Rehd.

Pyrus
pyrifolia
Nakai

Citrus
sinensis
Carica
papaya
Mangifera
indica

Fragaria
xananassa
Duch.

Capsicum
annuum

Rubus
glaucus
Benth.
Gleditsia
caspica
Sambucus
ebulus
Eugenia
javanica
Aucuba
japonica var.
variegata
Dombrain
Corchus
capsularis

China

Japén
Irdn
Tailandia,
Laos
Tailandia,
Laos
Brasil
Brasil

India

Korea
Korea

Canada
E.E.U.U.
India
Tailandia,

Laos

Colombia

Irén

Irdn
Tailandia,
Laos

China

China

China

ITS, ACT, CHS-1, GAPDH,
TUB2, Apn2/MAT

ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1
ITS, TUB, ACT, CAL, HIS
1

1

ITS, ACT, GAPDH, CAL, GS,
TUB2

ITS, CAL, ACT, GAPDH, CHS-1,
TUB2, Apn2/MAT IGS

ITS, ACT, CAL, CHS-1, GAPDH,
TUB2, ApMAT

ITS, ACT, GAPDH, CAL, CHS-1,
TUB2

ITS,ACT, GAPDH

ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1
ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1,
GS, SOD2, TUB2

ITS, ACT, CAL, CHS-1, GAPDH,
TUB2

1
ITS, ACT, CAL, CHS-1, GAPDH,
TUB2

ITS, TUB, ACT, CAL, HIS
ITS, TUB, ACT, CAL, HIS

1
ITS, ACT, GAPDH, SOD2, CHS-
1, TUB2

ITS, ACT, CAL,GAPDH, GS,
TUB2
ITS, ACT, GS, GAPDH, CAL,
TUB2

Zhang et al., 2014

Weir et al., 2012
Arzanlou et al.,
2015

Phoulivong et al.,
2012

Phoulivong et al.,
2012

Lima et al., 2013.

Vieira et al., 2014
Sharma et al.,
2013

Joaetal., 2016
Nam et al., 2013

Weir et al., 2012

Weir et al., 2012
Sharma y Shenoy,
2013

Phoulivong et al.,
2012
Afanador-Kafuri
et al., 2014

Arzanlou et al.,
2015

Arzanlou et al.,
2015

Phoulivong et al.,
2012

Lietal., 2016

Niu et al., 2016

Peng et al., 2013
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ITS, ACT, CAL, GAPDH, GS, Udayanga et al.,

Uva Vitis vinifera  Thailand TUB2 2013
Hylocerous ITS, ACT, CAL, GAPDH, GS, Udayanga et al.,
Pitahaya undatus Thailand TUB2 2013
ITS, ACT, CAL, GAPDH, GS,

Ziziphussp.  China TUB2, ApMAT Liu et al., 2015.

Camellia ITS, ACT, CAL, GAPDH, GS,

Té verde sinensis China TUB2 Peng et al., 2012
Citrus ITS, ACT, CAL, GAPDH, GS,

Bergamota  bergamia China TUB2 Peng et al., 2012

Pomelo Citrus Braganca et al.,

chino grandis Brasil GAPDH, CAL, CHS-1 2016
Manihot ITS, ACT, CAL, CHS-1, SOD2,

Yuca escuelnta China TUB2 Wang et al., 2016
Nicotiana ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1,

Tabaco tabacum Israel GS, SOD2, TUB2 Weir et al., 2012
Limonium ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1,

Capitana spp. Nigeria GS, SOD2, TUB2 Weir et al., 2012

Name de Dioscorea ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1,

agua alata Panama GS, SOD2, TUB2 Weir et al., 2012
Theobroma ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1,

Cacao cacao Alemania GS, SOD2, TUB2 Weir et al., 2012

ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1,

Ficus Ficus edulis  Panama GS, SOD2, TUB2 Weir et al., 2012

Cedro Tetragastris

macho panamensis

ITS=Espacio transcrito interno, ACT=actina, CAL=calmodulina, GAPDH=gliceraldehido-3-fosfato
dehidrogenasa, GS=glutamina sintasa, CHS-1=quitina sintasa, TUB2=B-tubulina, SOD=superdxido
dismutasa, TEF1= factor de elongacion.

1.5.2 Técnicas de identificacion
Para la identificacion molecular de cualquier organismo, se siguen cuatro pasos basicos: i).-
extraccion de ADN, ii).- amplificaciébn por PCR, iii).-secuenciacién, y iv).- analisis
bioinformatico.
i).- Extraccion de ADN. Existe diversidad de protocolos para el proceso de la extraccién de
ADN, los cuales varian segun el tipo de organismo (bacterias, hongos, plantas, animales, etc.).
En hongos, se han reportado protocolos desde 1992 (Mdller et al., 1992) hasta la actualidad, con

kits comerciales elaborados por empresas especializadas en biologia molecular (QIAGEN,
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SIGMA ALDRICH, ZYMO RESEARCH, etc.). Este paso, consiste basicamente en lisar las
células de los tejidos del organismo y realizar la limpieza de la suspension, es decir, separar y
remover del ADN, las proteinas y moléculas producto de la lisis celular (Wang et al., 2011).
ii).- PCR. Este paso consiste en amplificar copias de ADN seleccionado para el estudio, el cual
se lleva a cabo mediante ciclos de desnaturalizacion de la doble hebra de ADN, copiado de la
secuencias utilizando iniciadores especificos y la polimerasa (Taq polimerasa) a temperaturas
optimizadas para que se lleva a cabo el proceso. Estos ciclos dan como resultado la acumulacién
exponencial de un fragmento especifico de ADN, aproximadamente 2", donde n es el nimero
de ciclos (Saiki et al., 1987).

iii).- Secuenciacion. En la actualidad el método mas utilizado para este proceso es el método de
secuenciacion de Sanger con modificaciones, la cual consiste en afiadir un colorante a los
dideoxinucledtidos que generan una emision fluorescente diferente detectada por el
secuenciador automatico, al momento de desplazarse por capilaridad (Prober et al., 1987).
Aunqgue en la actualidad sigue utilizandose este método para secuenciar genomas completos,
sigue siendo costoso, sin embargo, como resultado de los avances, los secuenciadores pueden
manejar 96 muestras al mismo tiempo, abaratando los procesos en tiempo y costo (Admas,
2008). Hoy en dia, uno de los métodos de secuenciacion es la pirosecuencacion, la cual es una
técnica no fluorescente que mide el incremento de pirofosfato, el cual es proporcionalmente
convertido en luz visible por una serie de reacciones enzimaticas (Metzker, 2005).

iv).- Analisis bioinformatico. Una vez teniendo las secuencias de ADN, el siguiente paso es
analizarlas; para ello, es necesario programas informaticos dotados de caracteristicas y

algoritmos para realizar diversos calculos, desde detectar diferencias entre secuencias hasta la
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reconstruccion de arboles filogenéticos. La base de datos de GenBank, EMBL (European
Molecular Biology Laboratory) y DNA Databank de Japon, sirven como un modelo para
compartir informacion de secuencias de ADN, de las cuales la comunidad cientifica puede
adquirir, aungue algunas veces poseen errores al momento de someterlas (Noor et al., 2006).
Las bases de datos como el GenBank (NCBI) crecen exponencialmente; en 1990 se encontraban
tan solo 39 533 secuencias, mientras que diez afios después se increment6 a mas de 10 millones,
y dos afos después se duplico a mas de 22 millones de secuencias depositadas (Higgs y
Attwood, 2005). Actualmente existen mas de 194 millones de secuencias depositadas en el

GenBank (NCBI, 2016).

Para la identificacion de los fitopatdgenos, primeramente se realiza un BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), el cual busca secuencias de ADN vy proteinas (Altschul et al., 1997),
posteriormente las secuencias pueden editarse y alinearse en diversidad de software, tal es el
caso de BioEdit (Hall, 1999) o MEGA (Tamura et al., 2013). Por Gltimo, se construye el arbol
filogenético con diversos métodos, siendo los mas utilizados el de maxima parsimonia, maxima
verosimilitud, e inferencia bayesiana, los cuales agruparan en un mismo clado las secuencias

que se estan evaluando con secuencias tipo de referencia.
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CAPITULO Il. IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE LA

ANTRACNOSIS (Colletotrichum fructicola) EN FRUTOS DE AGUACATE

1.1 INTRODUCCION

El cultivo de aguacate (Persea americana Miller) es atacado por varias enfermedades, dentro
de las cuales el género Colletotrichum resulta ser el hongo mas comun. Colletotrichum spp. se
caracteriza por causar manchas de antracnosis, tizones en las partes aéreas de la planta y
pudriciones del fruto en poscosecha. Es particularmente peligroso como patdgeno poscosecha
debido a las infecciones latentes, que se inician antes de la cosecha, pero no se activan hasta
después de que el fruto ha sido almacenado (Dean et al., 2012). Sin embargo, no es una sola
especie la causante de la enfermedad en México, ademas de Colletotrichum gloeosporioides se
han reportado a C. acutatum, C. boninense (Silva-Rojas y Avila-Quezada, 2011), C. godetiae
(Hernandez-Lauzardo et al. 2015) y C. karstii (Velazquez-del Valle et al., 2016). En el caso de
C. fructicola solamente se ha reportado en Australia (Weir et al., 2012) y Colombia (Gafan et
al., 2015) causando antracnosis en frutos de aguacate, mientras que en Italia ha sido reportado
como causante de la pudricion del pedinculo (Guarnaccia et al., 2016). Es fundamental la
diferenciacion entre las especies de Colletotrichum para entender la epidemiologia de la
enfermedad y desarrollar e implementar estrategias de control efectivas (Freeman et al., 1998),
debido a que puede existir variabilidad patogénica o respuesta al ambiente en diferentes
especies. Por ejemplo, Everett (2003) menciona que el almacenamiento en frio de frutos de
aguacate, disminuye la incidencia de pudriciones causadas por C. gloeosporioides, pero no las

causadas por C. acutatum, debido a la diferente sensibilidad de las esporas al frio. Sin embargo,
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la dificultad para diferenciar las especies de C. gloeosporioides, ha requerido utilizar la
amplificacion y secuenciacion de marcadores moleculares de ADN, gracias a lo cual se ha
descubierto un complejo de 22 especies (incluida C. fructicola) mas una subespecie,
conformando el complejo de C. gloesporioides (Weir et al., 2012). EIl uso de herramientas
moleculares ha ayudado a elucidar la estructura fenotipica y genética dentro de las especies y la
complejidad de las poblaciones de hongos de importancia en la proteccion de cultivos (Capote
et al., 2012), y es un soporte en la toma de decisiones para realizar un diagndstico preciso

(McCartney et al., 2003).

1.2 OBJETIVOS
«+ Identificar y caracterizar morfoldgicamente el agente causal de la antracnosis en frutos
de aguacate Hass provenientes de Molango, Hidalgo.
% Realizar el analisis filogenético de los aislamientos para complementar la

caracterizacion morfolégica del hongo.

1.3 HIPOTESIS
¢+ EIl hongo causante de la antracnosis en frutos de aguacate cv. Hass corresponde a una
especie de Colletotrichum spp.
+« El andlisis filogenético es indispensable y suficiente para la caracterizacion del hongo

causante de la antracnosis en frutos de aguacate cv. Hass.
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1.4 MATERIALES Y METODOS

1.4.1 Area de muestreo
Se realizaron muestreos de frutos de aguacate con presencia de dafios por antracnosis en el
municipio de Molango de Escamilla, Hidalgo. EI muestreo se realizé en el mes de septiembre
del 2015, el material colectado se llevo al Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de

Parasitologia Agricola en la Universidad Autonoma Chapingo para su preparacion y analisis.

1.4.2 Aislamiento y purificacion

El hongo se aislé de frutos con presencia de dafio por antracnosis tomando fragmentos de tejido
sano y enfermo de una superficie aproximada de 1 cm?. El tejido se desinfecté con hipoclorito
de sodio al 1.5 % por 2 min, y se enjuagd en agua destilada dos veces (2 min en cada ocasion).
Los tejidos desinfectados se colocaron en cajas Petri con medio de cultivo Papa-Destroxa-Agar
(PDA) y se incubaron por 15 d a temperatura ambiente (Rodriguez et al., 2013).

Para establecer una coleccion confiable es necesario partir de aislamientos monosporicos que
garanticen la autenticidad y pureza de los mismos y de los datos que se obtengan. El aislamiento
monosparico se inicid preparando una solucién de Tween 80 al 0.1 %, la cual se esteriliz6 en la
autoclave a 15 libras de presion por 15 min. Se prepar6 una solucion de esporas colocando 1
mL de la solucion de Tween al 1 % en un tubo de ensayo y se le agregd una porcion de PDA
conteniendo al patégeno; se agitd ligeramente para separar todas las esporas, y se conté el
namero de ellas utilizando una camara de Neubauer bajo el microscopio Optico a 40X. Se
prepararon las diluciones necesarias hasta obtener de 50 a 100 esporas mL™, se sembraron 100
ML de la solucion en una placa con medio de cultivo PDA vy se distribuy6 con un triangulo de

vidrio; se incub6 por dos d y se tomd un corte de medio de cultivo conteniendo un solo conidio
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para ser sembrado nuevamente en placas con PDA, el cual se incub6 por espacio de 15 d a 28

°C.

1.4.3 Prueba de patogenicidad
La patogenicidad del aislamiento obtenido se comprobé en frutos de aguacate con madurez
fisioldgica, siguiendo el método propuesto por Gafian et al., (2015) con algunas modificaciones;
se lavaron con agua corriente 10 frutos de aguacate sanos var. Hass y se esterilizaron de la
superficie mediante inmersion en etanol (3 min), hipoclorito de sodio al 1 % (cinco min), y agua
destilada estéril (tres veces durante dos min cada una), secAndose al aire libre en toalla de papel
estéril. Se les realiz6 una puncion con aguja estéril y se colocaron 30 pL de una suspension de
esporas 1x108 conidios mL™, a 10 frutos usados como control se les inoculé simplemente agua
destilada estéril. Los frutos inoculados se colocaron en una cdmara himeda en condiciones
estériles a temperatura ambiente. Después de 11 d de la inoculacion, se observaron los sintomas
de la enfermedad y se procedi6 al reaislamiento del patégeno obteniéndose nueve cepas las

cuales fueron identificadas molecularmente.

1.4.4 Identificacion morfolégica
De un cultivo de cinco d se cortd del borde un disco de 0.4 cm de diametro de micelio en
crecimiento activo y se colocé en papa-dextrosa-agar (PDA). Las cajas Petri se incubaron a 27
°C en la oscuridad por cinco d, se utilizaron tres repeticiones. Después de siete d, se midio el
tamafio conidial y la forma de 50 conidios evaluando el ancho y largo de éstos (Cai et al., 2009).
A los resultados obtenidos se les calcul6 la media y la desviacion estandar del largo y ancho de

los conidios, usando el software SAS (SAS, 2014).
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Se obtuvieron los apresorios usando la técnica de cultivo en portaobjetos, colocando 1 cm? de
Colletotrichum creciendo en PDA en una caja Petri vacia y poniendo un cubreobjetos esteril
sobre el agar. Después de 15 d, se estudio el tamafio y forma de los apresorios formados en el

cubreobjetos (Johnston y Jones, 1997; Cai et al., 2009)

1.45 Ildentificacion molecular

1.4.5.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se llevd a cabo de acuerdo a CTAB 2 % (Doyle y Doyle, 1990) (Anexo
1).

1.4.5.2 Amplificacion por PCR y secuenciacion
La PCR para los aislamientos se llevd a cabo utilizando los iniciadores ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et
al., 1990), los cuales amplifican los espacios internos transcritos y el gen 5.8S del ADN
ribosomal (region ITS). La mezcla de reactivos en un volumen final consistié en 25 pL, cuyos
componentes fueron: amortiguador de reaccion 1X, MgCl2 2 mM, dNTP’s 200 nM de cada uno,
20 pmoles de cada oligonucledtido y 1 unidad de Tag DNA polimerasa (PromegaMR). El
programa térmico consistié en mantener una temperatura de 94 °C durante 2 min, seguido de
35 ciclos a 94-55-72 °C durante 20-25-50 s, respectivamente, y una extension final de 4 min a
72 °C. Los fragmentos amplificados por PCR fueron analizados en un secuenciador ABI

PRISM® 3700 Genetic Analyzer.
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1.4.5.3 Construccion del arbol filogenético
Las secuencias consenso se editaron y ensamblaron con la opcion CAP (Contig Assembly
Program) del Sofware BioEdit 7.2.5 (Tom Hall Ibis Biosciences) (Hall, 2004). Para el analisis
evolutivo, todas las secuencias consenso fueron alineadas con el ClustalW (Thompson et al.,
1994) incluido en el software MEGA 7 (Kumar et al., 2015). Las reconstrucciones filogenéticas
se realizaron para los datos del ITS1-5.8S-1TS2 con el método de maxima parsimonia, utilizando
el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting, opcién de busqueda (nivel=1) con el arbol inicial por
adicion al azar (10 repeticiones) y los espacios faltantes fueron considerados como deleciones
completas. Para calcular los valores de confianza de los clados del arbol, se realizé una prueba
de bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985). Se utilizé la cepa KF-2014 Acremonium

sp. (NUumero de accesion: KM225291) como especie fuera de grupo.

1.5 RESULTADOS Y DISCUSION
1.5.1 Prueba de patogenicidad

Todos los frutos inoculados mostraron los sintomas caracteristicos de la antracnosis, en el
mesocarpio se observé una pudricion café oscura. Los frutos control no presentaron ningln

sintoma (Figura 2.1).

1.5.2 Identificaciéon morfolégica
El crecimiento de la colonia en medio PDA fue de una coloracidn verde grisaceo, con los bordes
blanquecinos. Los conidios son oblongos con los bordes redondeados, con una longitud

promedio de 15.54 um y 6.95 um de ancho. Los apresorios ovoides, cafés y algunos irregulares,
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creciendo en cubreobjetos de vidrio (Figura 2.2), lo cual coincide con lo descrito por Weir et al.

(2012). No se observaron acérvulos, ascas ni setas (Glomerella sp.).

Figura 2.1. Sintomas de antracnosis en el mesocarpio (A, B), exocarpio (C, E), frutos control
(D) y conidios (F), después de 11 ddi.

El tamafio de los conidios reportado por primera vez vari6 de 9.7-14.0 y 3.0-4.3um (Prihastuti
et al., 2009); sin embargo, se ha encontrado que diferentes aislamientos de C. fructicola varia

en tamafio de conidios. Zhang et al. (2015) encontr6 el tamafio de largo y ancho de 11.8-14.1y
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4.3-6 um, dependiendo de las caracteristicas culturales de los aislamientos en medio PDA,
obtenidos de pera (Pyrus pyriolia). Sharma y Shenoy (2014) reportaron variaciones de 9.8-17.7
y 4.5-5.9 um de largo y ancho, respectivamente. Por otra parte, las caracteristicas morfologicas

dependeran del medio de cultivo utilizado, el pH y la temperatura a la que se incuben los

aislamientos (Jiang et al., 2014)

Figura 2.2. Morfologia del hongo causal de la antracnosis en medio de cultivo Papa-Dextrosa-
Agar (PDA) a 25 °C después de cinco d de incubacion (A reverso y B anverso), en frutos de
aguacate (C), conidios maduros (D) y apresorios producidos mediante cultivo en portaobjetos

(E).

1.5.3 Identificacion molecular

Con base a la reconstruccion filogenética de la region ITS, los nueve aislamientos pertenecieron
a la especie Colletotrichum fructicola, con una confiabilidad del nodo de 97 % (Figura 2.3). La
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region ITS separ6 perfectamente las especies de los clados C. gloeosporioides, C. acutatum y
C. boninense. Hasta la fecha, en el mundo solamente existen dos reportes de C. gloeosporioides
sensu stricto (s. str.) como agente causal de la antracnosis y pudricidn de pedunculo en aguacate
(Akgul et al., 2016; Guarnaccia et al., 2016), identificado con base a los genes ACT y TUB2
utilizando solamente el BLAST (NCBI). La ausencia de esta especie como agente causal de la
antracnosis puede deberse a que han sido mal identificadas, debido a que es un complejo de
especies que pueden diferenciarse solo mediante al andlisis filogenético multilocus (Weir et al.,
2012). La mayoria de las investigaciones que reportan a C. gloeosporioides como causante de
la antracnosis en aguacate, sin embargo, ha habido una incorrecta identificacion, debido a que
se basan solamente en la comparacion del ITS, la cual no separa las especies del complejo
(Silva-Rojas y Avila-Quezada, 2011; Campos-Martinez et al., 2016). Esto sucede no solo para
el hospedante aguacate, sino también en otros hospedantes. Phoulivong et al. (2010) encontro
gue ningun aislamiento en ocho cultivos diferentes con presencia de antracnosis, se identifico
como C. gloeosporioides s.str., sino como diversas especies pertenecientes al complejo. Sin
embargo, se debe tener mucho cuidado al definir nuevas especies, especialmente aquellas que
se encuentran en etapas tempranas de divergencia evolutiva, debido a que puede ser dificil
comprobar usando métodos de andlisis filogenético multilocus por la diferencia sustancial de
las historias evolutivas de los genes (Stewart et al., 2014). Esto ha sucedido con la especie C.
siamense (perteneciente al complejo C. gloeosporioides), que se propuso como un complejo de
especies con base en el analisis filogenético multilocus o utilizando un solo locus (ApMat)
(Sharma et al., 2015). Posteriormente, utilizando multiples enfoques, como el analisis basado

en la Concordancia Genealogica Filogenética en el Reconocimiento de Especies y métodos
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coalescentes (Mixto Generalizado de Yule), no soportan el reconocimiento de ningun linaje
evolutivo independiente dentro de C. siamense para definir distintas especies. Ademas, esta
conclusion fue reforzada por la deteccion de recombinacion genética, fertilidad cruzada y la
comparacion de caracteristicas ecolégicas y morfologicas (Liu et al., 2016).

C. fructicola fue identificado y descrito por primera vez por Prihastuti et al. (2009) mediante el
analisis filogenético multilocus (ITS, actina, B-tubulina, calmodulina, glutamina sintetasa y
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa). Las colonias en PDA primero son blancas, llegando a
ser con el tiempo, gris a gris oscuro en el centro, en el reverso circulo negro alrededor del margen
de crecimiento, y una tasa de crecimiento de 10.58-11.5 mm dia*; esclerocios y acérvulos
ausentes. Los conidios miden de 9.7-14 x 3-4.3 um, unicelulares, hialinos, de paredes lisas,
cilindricos con los bordes ligeramente obtusos, algunas veces oblongos; poseen en el centro una
gran masa de lipidos almacenados (parecido a gotas de aceites dentro de la célula) rodeada por
otras mas de tamafio pequefio. Los apresorios miden de 4.3-9.7 x 3.7-7.3 um producidos
mediante cultivo en portaobjetos, la mayoria formados a partir del micelio, café a café oscuro,

ovoides, y de forma ligeramente irregular a irregular (Prihastuti et al., 2009).

1.6 CONCLUSIONES

El agente causal de la antracnosis del aguacate cv. Hass provenientes de Molango de Escamilla,
Hidalgo, fue Colletotrichum fructicola, siendo este el primer reporte en México del hongo en
frutos de aguacate. Los sintomas en los frutos en cdmaras humedas en las pruebas de
patogenicidad, fueron observados a los 11 d después de la inoculacion (ddi), mientras que la

severidad del 100 % se presento a los 14 ddi. Presento caracteristicas morfologicas similares
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con las reportadas previamente en diversos estudios. El andlisis filogenético con la region ITS,
separ0 con alta confiabilidad, esta especie de las especies C. gloeosporioides s. str. (97 %
bootstrap) y C. queenslandicum (72 % bootstrap), pertenecientes al mismo complejo.

Se han aplicado las caracteristicas morfoldgicas en medio agar para la diferenciacion de especies
de Colletotrichum, ya que la morfologia de los conidios entre dos especies puede ser similar,
pero las caracteristicas de la colonia en medio de cultivo son diferentes. Combinar las técnicas
de identificacion morfoldgicas con técnicas de identificacion molecular, como en el presente

estudio, garantiza una identificacion mas confiable del patdgeno.
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Figura 2.3. Arbol filogenético de la region ITS del ADNT, construido con el método de maxima

parsimonia, utilizando el algoritmo Subtree Pruning Regrafting. La confiabilidad de los nodos

se genero6 con 1000 repeticiones bootstrap.
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CAPITULO IIl. ENSAYOS DE ACTIVIDAD FUNGICIDA DE EXTRACTOS

VEGETALES CONTRA Colletotrichum fructicola

1.1 INTRODUCCION

En el mundo la agricultura ha sufrido una baja en la produccion de alimentos debido a
enfermedades en pre y poscosecha causadas por hongos, bacterias, virus y otros agentes (Singh
et al., 2009). Las acciones para el control de estas enfermedades han sido el uso de fungicidas
sintéticos de manera indiscriminada causando resistencia de los microrganismos, contaminacion
de la atmosfera y efectos perjudiciales en la salud de los seres humanos debido a los residuos
toxicos que se encuentran en los alimentos de consumo humano (Jasso et al., 2011). Asi mismo,
la preferencia de los consumidores por productos frescos organicos se ha incrementado en paises
desarrollados, y al ser el aguacate un producto de exportacion surge la necesidad de buscar
alternativas de control mas amigables con el ambiente y con la salud humana. EIl uso de extractos
vegetales para el control de enfermedades tiene como antecedentes el papel fundamental que las
plantas han desempefiado en la vida del hombre, quien las ha utilizado para suplir necesidades
basicas como alimento, medicina, vivienda y vestido, incluso en actos rituales (Celis, et al.,
2008). Es bien sabido que las plantas producen componentes antimicrobiales que pueden estar
presentes en diferentes partes de la planta por ejemplo, semillas, hojas, flores, etc. (Bautista-
Baros et al., 2013) y que pueden ser aprovechadas como biocontroladores de enfermedades
causadas por hongos.

En México existe una gran diversidad de especies botanicas que se emplean comunmente para

el control de enfermedades en humanos; sin embargo, su uso en el control de fitopatdgenos es
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escaso (Barrera y Bautista, 2008). Los estudios realizados para el control del género
Colletotrichum han demostrado el potencial fungicida que tienen diferentes plantas de las
diversas regiones de México. Se ha reportado que los extractos de ajo (Allium sativum), canela
(Cinnamomum zeylanicum), y clavo (Syzygium aromaticum) mostraron efecto fungicida contra
C. gloeosporioides (Barrera-Necha, et al., 2008, Landero- Valenzuela, et al., 2013;). Asi mismo,
Jasso, et al. (2011) reporté el primer caso de la actividad fungicida de extractos hexanicos y
etanolicos de orégano (L. graveolens), Agave lechuguilla (A. lechuguilla), Yucca carnerosana
(Y. carnerosana) y Yucca filifera (Y. filifera) contra R. stolonifer, C. gloeosporioides y P.

digitatum.

1.2 OBJETIVOS

% Evaluar la actividad fungicida de extractos metandlicos de Phytolacca icosandra L.,
Prosopis laevigata (Willd), Salvia leucantha Cav., Cestrum dumetorum Schlecht, y
Sapindus saponaria L., asi como de los extractos hexanicos de P. laevigata (Willd), S.
leucantha Cav. y C. dumetorum contra Colletotrichum fructicola

++ Evaluar bajas concentraciones del extracto metandlico de P. laevigata (Willd) contra C.
fructicola

+ Realizar el andlisis fitoquimico cualitativo de los extractos metandlicos de P. icosandra

L., P. laevigata (Willd), S. leucantha Cav., C. dumetorum Schlecht, y S. saponaria L

1.3 HIPOTESIS

¢ Los extractos metanolicos y hexanicos de las especies estudiadas poseen actividad

antifangica diferente contra el crecimiento micelial de C. fructicola
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1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1  Recoleccién de material vegetal

1.4.2  ldentificacion taxondmica
Para la identificacion taxonomica del material vegetal se solicitd el apoyo del M.C. Antonio
Cortés Jiménez responsable del Herbario del Departamento de Preparatoria Agricola de la
Universidad Autonoma Chapingo. Para la identificacion taxondmica se prepararon dos muestras

de cada especie.

1.4.3  Obtencion de extractos vegetales
Las especies vegetales utilizadas para la extraccion se colectaron de distintos lugares, en el
Cuadro 3.1 se presenta la lista de las cinco especies estudiadas, la familia, asi como el tejido
empleado. Las muestras se secaron en una estufa a 40 °C por 48 h. Se realiz6 la molienda del
material utilizando un molino Thomas Wiley modelo 4 Arthur H. Thomas Company
Philadelphia, P.A. U.S.A. hasta obtener una harina, la cual se almacen6 en bolsas de papel
estraza hasta su analisis. La obtencion de los extractos se llevo a cabo en un equipo Soxhlet,
colocando en la parte media del cuerpo extractor del sistema cartuchos de papel filtro con 100
g de material vegetal molido, usando hexano como disolvente y en reflujo por 36 h. Transcurrido
este tiempo, los cartuchos se secaron al aire libre para colocarlos nuevamente en el equipo
Soxhlet usando metanol como disolvente y haciendo la extraccion por 36 h. Los extractos
metandlicos y hexanicos se concentraron por evaporacion del disolvente a presion reducida en

un rotaevaporador Biichi (Delgado et al., 2012).
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Cuadro 3.1. Familia, lugar de colecta y tipo de tejido empleado en la evaluacion de actividad
antifungica contra C. fructicola.

Nombre de la planta Familia Lugar de colecta Tejido
Cestrum dumetorum Solanaceae Tlalchinol, Hidalgo H*
Phytolacca icosandra Phytolaceae Texcoco, Edo. De México H
Prosopis laevigata Leguminosae Tepalcingo, Morelos H
Salvia leucantha Lamiaceae Cuautla, Morelos H
Sapindus saponaria Sapindaceae Tepalcingo, Morelos F*

*: H: hoja, F: fruto.
1.4.4  Evaluacion in vitro

1.4.4.1 Método de difusion de discos
Para determinar si los extractos metanélicos de C. dumetorum, P. icosandra, P. laevigata, S.
leucanthay S. saponaria y los extractos hexanicos de P. laevigata, S. leucantha y C. dumetorum
presentaban efecto fungicida contra C. fructicola, se establecié un ensayo utilizando cuatro
concentraciones distintas 10, 25, 50 y 75 % para los extractos metandlicos y 5, 10, 15y 20 %
para los extractos hexanicos. Se utiliz6 el método de difusion de discos descrito por Al-Reza et
al. (2010), en cajas Petri (9 cm de didmetro) con 20 mL de Papa-Dextrosa-Agar (PDA)
solidificado se colocaron discos de papel Whatman No. 1 estériles, de 6 mm de diametro,
equidistantes en forma cuadrangular y cerca del borde de la caja (Figura 3.1), previamente

sumergidos en los extractos metanolicos y hexanicos de cada especie a las concentraciones
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respectivas. Se colocd en el centro de la caja un disco de agar con indculo de C. fructicola (4
mm de didmetro) que se tomé de un cultivo en crecimiento activo con 7 ddi. Las cajas Petri se
sellaron con parafilm y se incubaron a 25 °C durante 11 d para el caso de extractos metanélicos
y 5 d para los extractos hexanicos, es decir, hasta que el crecimiento cubrid la superficie en las
cajas control. Como control negativo se utilizaron placas sin extracto, los tratamientos se
compararon con un fungicida comercial Tecto® (Tiabendazol 1 gL™) y un fungicida bioldgico
Solba (Bacillus spp 1 gL™). Se midi6 el crecimiento radial del hongo cuando la caja Petri sin

tratamiento cubrio la superficie completa.

Figura 3.1. Representacion grafica del acomodo de los discos de papel Whatman No. 1 estériles,
de 6 mm de didmetro impregnados con extracto dentro de cada caja Petri.

1.4.5. Ensayo de inhibicion de P. laevigata

1.4.5.1. Método de envenenamiento del medio
Una vez que se encontré por el método de difusion de discos que el extracto metandlico de P.
laevigata presentd el mayor grado de inhibicién del crecimiento micelial de C. fructicola, el

extracto se evalud a bajas concentraciones para observar si aun presentaba efecto inhibitorio.
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Para ello se utilizo el método de envenenamiento del medio con algunas modificaciones (Jasso
et al., 2011; Bosquez et al., 2010), se adiciono6 a una caja Petri, que contenia medio de cultivo
PDA solidificado, 700 pL del extracto a seis concentraciones distintas 1, 5, 10, 15,20y 25 % y
se dejo reposar por una h. Posteriormente se inoculd cada caja con un disco de PDA (4 mm)
conteniendo al patdgeno C. fructicola. Las cajas se incubaron a 28 °C midiendo el crecimiento
micelial de la colonia con un vernier cuando la caja Petri sin tratamiento cubrio por completo la
superficie del medio (7 d). El extracto metandlico de P. laevigata se compar6 con el fungicida

comercial Tecto® (Tiabendazol 1 gL™) y un fungicida bioldgico Solba (Bacillus spp 1 gL ™).

1.4.6. Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones para el método por difusion
de discos y tres repeticiones para el método de envenenamiento del medio, la unidad
experimental estuvo formada por una caja Petri de 9 cm de didmetro con medio PDA. Se realiz6
el andlisis de varianza y comparacion multiple de medias con el método de Tukey al 5 % de

significancia, utilizando el paquete estadistico SAS (SAS, 2014).

1.4.7. Variables evaluadas
Se midio el crecimiento radial del hongo cuando la caja Petri sin tratamiento cubrio la superficie
completa, posteriormente se calcularon los porcentajes de inhibicion con la siguiente ecuacién
(Jing et al., 2014; Punnawich et al., 2010):

CMC — CMT
PI = [—

cMC ] (100)

Donde Pl = % de inhibicion, CMC=crecimiento micelial en el control y CMT= crecimiento

micelial en el tratamiento.
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1.4.8 Analisis fitoquimico para determinacion de metabolitos secundarios

1.4.8.1 Flavonoides
Para la identificacion cualitativa de flavonoides en los extractos metanolicos de Cestrum
dumetorum, Phytolacca icosandra, Prosopis laevigata, Salvia leucantha, Sapindus saponaria
se colocd una muestra de cada extracto en una placa cromatogréfica de gel de silice 60 F254
(Merck) con ayuda de un capilar, la placa se coloc6 en una camara de elucion saturada con una
mezcla de butanol: &cido acético: agua (40:10:50 v/v) por un tiempo suficiente de tal manera
que el disolvente alcanzara el frente del mismo. La placa se sacd y observo a luz visible,
posteriormente se asperjo con reactivo NP (2-aminoethildifenilborinato) al 0.3 % en metanol y
después se asperj6 con PEG (polietilenglicol) 4000 al 5 % p/v en metanol para acentuar la
coloracion de las manchas. La placa se expuso a luz ultravioleta a una longitud de 365 nm y se
observaron las coloraciones amarillas-naranjas y verde-amarillas indicativas de la presencia de

flavonoides (Wagner y Bladt, 1996).

1.4.8.2 Terpenoides
Para la determinacidn de terpenoides se utiliz6 una placa de silica gel 60 F254 (Merck), a la cual
se le coloco con ayuda de un capilar una muestra de cada extracto metanolico de las especies
vegetales estudiadas, la placa se introdujo en una cdmara de elucion utilizando como eluyente
tolueno-acetato de etilo en proporcion 93:7, respectivamente, se revel6 con los agentes
cromogénicos de una mezcla de vainillina 1 % en etanol, sé dejo secar y se asperjo con una

solucién etanodlica de H2SO4 al 10 % v/v, finalmente se coloco en una estufa a 110 °C durante
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cinco min para su observacion. Las coloraciones purpuras indicaron la presencia de terpenoides

en las muestras (Wagner y Bladt, 1996).

1.4.8.3 Alcaloides
Se aplicd una muestra de cada extracto metanolico sobre una placa de cromatografia en capa
fina de gel de silice, la placa se introdujo en una camara de elucion saturada con una mezcla de
metanol: diclorometano (8:2 v/v), una vez que el disolvente alcanzo el frente, se saco la placa y
se dejo secar al aire libre, se asperjo con reactivo de Dragendorff, y se coloco en una parrilla
eléctrica a baja temperatura hasta que la aparicion de manchas color marron indicaron la

presencia de alcaloides en las muestras (Wagner y Bladt, 1996).

15 RESULTADOS Y DISCUSION

1.5.1 Identificacion taxondmica del material vegetal
La identificacion taxondmica de las especies utilizadas en el presente estudio determind que las
plantas colectadas fueron, Phytolacca icosandra L., Prosopis laevigata (Willd), Salvia

leucantha Cav., Cestrum dumetorum Schlecht, Sapindus saponaria (Figura 3.2).

1.5.2 Obtencidén de extractos vegetales
Los mejores rendimientos se obtuvieron de los extractos metandlicos, Sapindus saponaria
sobresalié con un rendimiento de 80.5 %, Salvia leucantha con 32.58 %, Phytolacca icosandra
23.72 %, Prosopis laevigata 18.88 % y finalmente Cestrum dumetorum con 11.06 %; mientras

que los extractos hexanicos tuvieron rendimientos muy bajos (< de 4 %).
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Los rendimientos de los extractos dependen del método de extraccion, origen geogréafico de la
planta, parte de la planta y disolventes organicos empleados. Thakur et al. (2014) obtuvieron
rendimientos de 25.5 % de Prosopis juliflora empleando el método de extraccion por soxhlet
en metanol como disolvente, en contraste con los resultados obtenidos en este estudio bajo las
mismas condiciones de extraccion de P. laevigata (18.88 %), lo cual demuestra las variaciones

en rendimientos de acuerdo a la especie.

Figura 3.2. Identificacion taxondmica de Cestrum dumetorum Schlecht (A), Sapindus saponaria
(B), Phytolacca icosandra L. (C), Prosopis laevigata (Willd) (D), Salvia leucantha Cav. (E).
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1.5.3  Evaluacion in vitro

1.5.3.1 Meétodo de difusion de discos de extractos metanolicos
Los andlisis de varianza incluyendo a todos los tratamientos con base a las plantas y
concentraciones evaluadas resultaron altamente significativos (P<0.0001). En el Cuadro 3.2 se
muestran los resultados de la prueba de comparacion de medias por el método de la diferencia

significativa honesta de Tukey con nivel de significancia al 5 %.

En el Cuadro 3.2 se muestra que en general Prosopis laevigata fue el extracto de la especie que
presentd el mayor control en términos del porcentaje de inhibicion, solo dominado por el
producto biolégico Bacillus spp. También se muestra que para P. laevigata las concentraciones

muestran consistencia, presentando mayor control a mayor concentracion.

Para poder evaluar y comparar el efecto promedio de la especie y de la concentracion se realizd
un andlisis de varianza sin incluir los tratamientos correspondientes al producto quimico
(Tiabendazol) y al Bioldgico (Bacillus spp.) y considerando el resto de los tratamientos como
un experimento factorial, dos factores (especies y concentracién), el primero a 5 niveles y el

segundo a 4 niveles. Los resultados se presentan en el Cuadro 3.3.

Con base en los resultados promedio (Cuadro 3.3), Prosopis laevigata presentd el mayor
porcentaje de inhibicion micelial (PIM) con 47.32 %, seguido de Sapindus saponaria (20.18
%), Phytolacca icosandra (18.12 %), Salvia leucantha (10.39 %) y Cestrum dumetorum (3.89

%). Mientras que la concentracion al 75 % fue la que mejor inhibi¢ el crecimiento micelial de
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C. fructicola (34.34 %), sin embargo, para las concentraciones de 50 % o inferiores, el PIM

resultd menor al 20 %.

Cuadro 3.2. Comparaciones de medias del porcentaje de inhibicidn de los extractos metandlicos
incluyendo a todos los tratamientos (especies y concentraciones).

Especie Concen- Media Especie Concen- Media
tracion (%) tracion (%)

Bacillus spp. -------- 78.07al  P.icosandra 25 10.64 gh
P. laevigata 75 65.24 b  Tiabendazol — -------- 9.59 ghi
P. laevigata 50 46.35 ¢ S.leucantha 50 9.27 ghi
P. laevigata 25 44,03 ¢  S.sapinaria 10 8.35 ghi
P. icosandra 75 43.49 ¢ S. leucantha 25 7.40  ghij
P. laevigata 10 33.69 d S.leucantha 10 5.44  ghij
S. sapinaria 75 3249 d C.dumetorum 75 469  hij
S. sapinaria 50 21.84 e  C.dumetorum 50 397 ij
S. leucantha 75 18.36 e C. dumetorum 25 3.61 ij
S. sapinaria 25 17.33 ef C. dumetorum 10 3.46 ij
P. icosandra 50 11.23 fg P.icosandra 10 1.47 ]
DSH? 5.12

1: Medias con las mismas letras no son estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05)
2: Diferencia Significativa Honesta de Tukey

Cuadro 3.3. Comparaciones de medias para el porcentaje de inhibicion de los extractos
metanolicos, considerando solo la estructura factorial de los tratamientos para especie y
concentracion.

Especie Media N! Concentracion (%) Media N
P. lagvigata  47.32a°> 16 75 34.34 a 20
S.saponaria 20.18 b 16 50 1929 b 20
P.icosandra 18.12 b 16 25 16.79 ¢ 20
S.leucantha  10.39 ¢ 16 10 1160 d 20

C. dumetorum 389 d 16

DSH? 2.42 2.04

¥ Numero de observaciones usadas para calcular la media
2: Medias con las mismas letras no son estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05)
3: Diferencia Significativa Honesta de Tukey
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El mejor PIM (65.24 %) se obtuvo con el extracto metandlico Prosopis laeviagata al 75 %,
mientras que a concentraciones de 50 y 25 % no existio diferencias significativas (46.35 y 44.03
%, respectivamente) (Cuadro 3.2, Figuras 3.3 y 3.4). Sin embargo, estos resultados son bajos
respecto a los extractos metanolicos obtenidos con Prosopis juliflora al 15 %, el cual inhibio el
100 % el crecimiento micelial de C. gloeosporioides (Deressa et al., 2015), en contraste con el
presente estudio, que se obtuvo 44.02 % a una concentracion similar.

En otro estudio, el extracto metanolico de Prosopis juliflora presentd el mayor efecto inhibitorio
del crecimiento micelial de Colletotrichum musae (Bazie et al., 2014b). El género Prosopis
posee alto potencial para su uso en el manejo de hongos fitopatégenos en diversas formas de
aplicacion, Ehteshamul-Haque et al. (1996) reportaron que la aplicacién de hojas secas de
Prosopis juliflora, Prosopis glandulosa y Prosopis cinererea en el suelo, controlaron la
infeccion de Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani y Fusarium solani, causantes de la
pudricion de las raices de okra. Mientras que los extractos acuosos de hojas de Prosopis juliflora
al 20 %, inhibieron completamente la germinacion de Phaeoisariopsis personata y Puccinia
arachidis, causantes de la mancha tardia de la hoja y roya en cacahuate, respectivamente

(Kishore y Pande, 2005).

Sapindus saponaria obtuvo el segundo lugar, con un méaximo PIM de 32.49 % al 75 % de
concentracion, sin embargo, el valor de inhibicion de crecimiento obtenido es bajo en
comparacion con Prosopis laevigata, por lo tanto, no es un candidato para estudios posteriores
Este es el primer estudio utilizando esta especie, realizado para detectar el potencial de efecto

fungicida contra hongos fitopatogenos (Figura 3.4 y 3.5).
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Figura 3.3. Efecto de los extractos metanolicos de P. laevigata (A: 75 %, B: 50 %, C: 25 %, D:
10 %), E: Control)

100 -

= 10%
25%
m 50%
= 75%
= 1000 ppm

Inhibicién del crecimiento micelial
(%)

Figura 3.4. Efecto de extractos metandlicos de plantas sobre el crecimiento micelial de C.
fructicola por método de discos. Barras con las mismas letras indican que las medias no fueron
estadisticamente diferentes, usando la prueba de Tukey al 5 % de significancia.
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Phytolacca icosandra (Figura 3.4 y 3.6), presentd un PIM maximo de 43.49 % a la
concentracion mas alta (75 %), mientras que en las concentraciones menores se disminuyeron
drasticamente (<12 %). Por lo que esta especie no posee buen potencial para su uso contra C.
fructicola, debido a que se obtuvo un PIM similar utilizando el extracto metanolico al 25 % de
P. laevigata. Aun cuando, segun Hernandez, et al., 2013, la evaluacién de extracto alcohdlico

al 15 % de Phytolacca tetramera resulté con mayor efecto fungicida sobre C. gloeosporioides.

D

Figura 3.5. Efecto del extracto metandlico de S. saponaria (A: 75 %, B: 50 %, C: 25 %, D: 10
%), E: Control)

Los extractos metanolicos obtenidos de Cestrum dumetorum y Salvia leucantha (Figura 3.4, 3.7
y 3.8) fueron los menos eficaces para inhibir el crecimiento micelial (<5 % y <19 %,
respectivamente) en todas las concentraciones evaluadas. Utilizando otras especies del género

Cestrum, se han encontrado buenos resultados. Al-Reza et al., (2010) report6 actividad

54



antifangica importante contra Fusarium solani (78.9 %), Botrytis cinerea (76.3 %), Sclerotinia
sclerotiourm (75.2 %), Rhizoctonia solani (72.1 %), Phytophthora capsici (68.4 %),
Colletotrichum capsici (68.4 %) y Fusarium oxysporum (67.0 %); Hernandez-Alviter et al.,
(2007), encontraron resultados eficaces de C. nocturnum para inhibir la germinacién conidial

de C. gloeosporioides.

Figura 3.6. Efecto de extracto metandlico de P. icosandra. (A: 75 %, B: 50 %, C: 25 %, D: 10
%), E: Control)

En cuanto a otras especies de Salvia, se ha observado potencial inhibitorio de extracto
metanolico de S. officinalis al 4 % contra Alternaria solani (Yanar et al., 2011), Fusarium
verticillioides y F. proliferatum de extractos diclorometano-metandlicos de Salvia africana-
lutea, con una concentracion de 0.031 mg mL™* y 0.063 mg mL™?, respectivamente (Nkomo et
al., 2014). El efecto de los extractos de plantas contra el crecimiento micelial de C. fructicola,

varia dependiendo del tipo de planta usada y el nivel de concentracién utilizado, concordando
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con los resultados reportados por Deressa et al., (2015), ademas varia en funcion de la
metodologia de preparacion (disolvente, seco, fresco, tiempo de almacenamiento, etc.),
especie botanica, 6rgano de la planta (raices, hojas, semillas, etc.), fecha de cosecha, etc.

(Hernandez-Lauzardo et al., 2007).

Figura 3.7. Efecto del extracto metanolico de S. leucantha (A: 75 %, B: 50 %, C: 25 %, D: 10
%), E: Control)

En cuanto al tratamiento bioldgico, fue el mas eficaz para inhibir el crecimiento micelial con un
PIM de 78 %; presentando una diferencia de 13 % con P. laevigata al 75 %. En el experimento
de envenenamiento de medio, presentdé mayor inhibicion (92.82 %), debido a que el hongo entro
en contacto directo inmediatamente después de la inoculacion. Ashwini y Srividya (2014)
reportaron una inhibicién micelial de 57 % contra C. gloeosporioides causante de antracnosis
en chile y Han et al. (2015) reportaron inhibiciones de 60.15 % para C. acutatum y 58.12 %
para C. gloeosporioides, en ambos ensayos los porcentajes fueron menores que el presente

estudio. Resultados con mejores eficacias se obtuvieron con las especies Bacillus pumilus
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(88.87 %) y B. thuringiensis (80.07 %), debido a los metabolitos volatiles producidos como 2-
nonanona, B-bencenoetanamina, 2-decanona y timol producidos por las bacterias (Zheng et al.,

2013).

D

Figura 3.8. Efecto del extracto metanolico de C. dumetorum (A: 75 %, B: 50 %, C: 25 %, D: 10
%), E: Control)

En su presentacién comercial Serenade®, ha mostrado gran potencial in vitro para inhibir el 100
% del crecimiento micelial de Colletotrichum acutatum, debido a la produccion de metabolitos
termoestables (Moreira et al., 2014), aunque también los metabolitos volatiles poseen efecto en
la germinacién de conidios y elongacion del tubo germinativo en Botrytis cinerea (Chen et al.,
2008). El gran potencial de B. subtilis como agente de control bioldgico contra bacterias y
hongos se debe a que produce mas de una docena de antibidticos diferentes (Stein, 2005),

ademas de inducir resistencia sistémica adquirida (Choudhary y Johri, 2009) y ser promotor de
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crecimiento en plantas, por lo que lo hacen un producto con gran potencial para el uso en el

sistema de manejo integrado de plagas y enfermedades (Pérez-Garcia, 2011).

El fungicida quimico, mostrd resultados bajos de inhibicién (<10 %) a una concentracion alta
(1000 mg L), con respeto al resto de los tratamientos, utilizando el método de difusion de
discos. Estos resultados se confirmaron en el segundo experimento utilizando el método de
envenenamiento de medio, obteniendo un PIM de 10.92 %. No se observaron diferencias
significativas del fungicida quimico con los extractos de C. dumetorum (todas las
concentraciones), P. icosandra y S. leucantha (concentraciones <50 %) y S. saponaria
(concentracion al 10 %). Sanders et al. (2000) reportaron alta sensibilidad a tiabendazol de 158
aislamientos de C. gloeosporioides, concentraciones < 2.5 mg L, mientras que en la evaluacion
de varias especies de Colletotrichum aislados de mango, se encontré que C. fructicola fue el
menos sensible a tiofanato-metilico (Lima et al., 2014), el cual esta muy relacionado con
tiabendazol y podria generar resistencia cruzada (Delp, 1980). Se ha demostrado que varias
especies de Colletotrichum generan resistencia a fungicidas benzimidazoles. De Bellaire y
Dubois (1997) reportaron aislamientos de C. musae resistentes a tiabendazol, usando una
concentracion de 50 mg L, lo cual fue correlacionado con la aplicacion exclusiva de benomil
(benzimidazol) en campo, generando resistencia cruzada. Sin embargo, Gang et al., (2015)
mencionaron que el desarrollo de la resistencia podria estar relacionado con la genética del
patdgeno mas que con las estrategias de manejo, y una apropiada aspersion de fungicida en

campo puede incrementar el control de la antracnosis. Por tanto, C. fructicola puede ser
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resistente debido a la aplicacion prolongada de benzimidazoles, ya que se ha demostrado

ampliamente que las especies de Colletotrichum generan resistencia cruzada a benzimidazoles.

1.5.3.2 Método de difusion de discos con extractos hexanicos
Los extractos hexanicos tuvieron muy bajo efecto para inhibir el crecimiento de C. fructicola,
obteniendo resultados <12 % para todas las plantas y concentraciones evaluadas (Figura 3.9 y
3.10). El mayor PIM se obtuvo con S. leucantha (11.63 %). Resultados similares se encontraron
con extracto hexanico de Suadea vermiculata y Prosopis farcta, los cuales no mostraron
ninguna actividad microbial contra F. oxysporum y bacterias patdgenas de humanos (Mahasneh
et al., 1996). De manera similar Bajpai et al. (2008) encontré bajo porcentaje de inhibicion
contra Phytophthora capsici y Botrytis cinerea utilizando Silene armeria. Sahin et al. (2003) no
encontraron inhibicion antibacterial de extractos hexanicos de Satureja hortensis contra 50

especies diferentes.

Sin embargo, el efecto de los extractos hexanicos parece depender de las plantas de las cuales
se extrae, debido a que cada especie contiene metabolitos secundarios diferentes con diferente
polaridad y en distintas cantidades, cuanto mayor es la variedad de compuestos que se extraen
por el agente de extraccion (disolvente), mejor sera la posibilidad de que también se extraeran
componentes bioldgicamente activos si no se tiene la certeza de cual componente quimico se
desea extraer (Eloff, 1997). Por ejemplo, se ha reportado inhibicion de la biomasa fungica de

Macrophomina phaseolina de >50 % con extractos hexanicos de Chenopodium album, C.
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murale y C. ambrosioides (Javaid y Amin, 2009), y la inhibicidn de diversas especies de hongos

dermatofitos con extractos hexanicos de Psidium guajava (Padrén-Marquez et al., 2012).
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P. laevigata S. leucantha C. dumetorum

Figura 3.9. Efecto de extractos hexanicos de plantas sobre el crecimiento micelial de C.
fructicola por método de discos. Barras con las mismas letras indican que las medias no fueron
estadisticamente diferentes, usando la prueba de Tukey al 5 % de significancia.

Figura 3.10. Efecto de los extractos hexanicos de P. laevigata (A), S. leucantha (B), C.
dumetorum (C), a 20 % de concentracion
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1.5.4  Ensayo de inhibicion de P. laevigata con concentraciones menores
En la segunda prueba con extractos metandlicos de P. laevigata evaluados con método de
envenenamiento del medio, se presentaron resultados similares que con el método de discos a
las mismas concentraciones. Sin embargo, se observd una mejor inhibicién del crecimiento
micelial, debido a que el hongo entra en contacto directo con el extracto inmediatamente después
de la inoculacion.

Cuadro 3.4. Comparaciones de medias para el porcentaje de inhibicion para diferentes
concentraciones de extracto de P. laevigata, usando el método de envenenamiento del medio.

Tratamiento Media Concentracion Media
Extracto (%)

Bacillus spp. 92.83at 25 53.57 a

P. laevigata 25 % 53.57 b 20 42.35b

P. laevigata 20 % 42.35c 15 41.33b

P. laevigata 15 % 41.33c 10 40.31b

P. laevigata 10 % 40.31c 5 1531¢c

P.laevigata5% 15.31d 1 433 d

Tiabendazol 10.94 de

P.laevigatal% 4.33 e

DSH? 7.19 8.37

1. Medias con las mismas letras no son estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05)
Z: Diferencia Significativa Honesta de Tukey

En el Cuadro 3.4 se muestran los resultados de las comparaciones de medias bajo dos
alternativas: i).- considerando a las diferentes concentraciones de extracto de P. laevigata e
incluyendo también a los tratamientos quimico (Tiabendazol) y el bioldgico (Bacillus spp.); y

i).- considerando exclusivamente las diferentes concentraciones de extracto de P. laevigata.
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El mayor PIM (53.57 %) se obtuvo a la concentracion de 25 %, mientras que en las
concentraciones 20, 15y 10 %, no se observaron diferencias significativas, obteniendo un rango
de PIM de 42 a 40 %. Sin embargo, a la concentracion 5 %, el PIM disminuy¢ drasticamente a
15.31 % (Cuadro 3.4, Figura 3.11 y 3.12). El mayor efecto de los extractos metandlicos de P.
laevigata, puede deberse a la presencia de tres tipos de metabolitos: flavoniodes, terpenoides y
alcaloides, o bien a un efecto sinérgico entre los tres grupos de metabolitos. Bernard y Philogene
(1993) sefiala que los productos sinérgicos incorporados a formulaciones aumentan la eficacia
de los productos activos. Los flavonoides son sintetizados por las plantas en respuesta a la
infeccion microbial y son frecuentemente encontrados efectivos in vitro como sustancias
antimicrobiales contra un amplio rango de microorganismos, debido a su habilidad de formar
complejos con proteinas solubles y extracelulares (Cowan, 1999; Gurjar et al., 2012). Mientras
que, el mecanismo de accion de los terpenoides no esta totalmente entendido, pero se especula
gue también estan involucrados en la disrupcion de membranas por los compuestos lipofilicos.
Por altimo, el mecanismo de accion de los alcaloides se le atribuye a su habilidad de intercalarse
con el ADN (Cowan, 199). La presencia de éstos compuestos y la suma de sus mecanismos de
accion, pueden resultar en el buen efecto en la inhibicion de C. fructicola, ademas al tener
actividad inhibitoria a bajas concentraciones puede ser una buena fuente de componentes
bioactivos con potencial antifingico.

Estos resultados, asi como otros con diferentes especies de Prosopis, sugieren que los
compuestos bioldgicamente activos pueden ser utilizados para la investigacion de agentes
antifangicos alternativos contra la antracnosis causada por especies de Colletotrichum (Deressa

etal., 2015).
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Figura 3.11. Efecto de extractos metanolicos de P. laevigata sobre el crecimiento micelial de C.
fructicola por el método de envenenamiento del medio. Barras con las mismas letras indican
que las medias no fueron estadisticamente diferentes, usando la prueba de Tukey al 5 % de
significancia.

Figura 3.12. Efecto de extracto metandlico de P. laevigata a concentraciones bajas, A (1 %), B
(5 %), C (10 %), D (15 %), E (20 %) y F (Control).
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Sin embargo, se necesita mayor investigacion para determinar el efecto de estos compuestos en
los cambios moleculares, morfolégicos y biogquimicos en el patdégeno y sus hospedantes
(Castillo et al., 2012). También, seria conveniente, realizar la separacion y elucidacion de los
metabolitos secundarios presentes en P. laevigata y evaluar su efecto individual, o determinar
la existencia de sinergismo entre estos metabolitos sobre la inhibicion del crecimiento micelial

de C. fructicola.

1.55 Determinacién de metabolitos secundarios
La presencia de los metabolitos en los extractos metandlicos se determind por medio de
cromatografia de capa fina (Figura 3.13). P. laevigata, fue la Unica planta evaluada que presento
alcaloides, flavonoides y terpenoides, por lo que su efecto antifingico puede ser mejor que
aquellas especies que no presentaron estos tres grupos de metabolitos secundarios. El estudio
hecho por Lakshmi et al., (2010), demuestra la actividad antimicrobial de las hojas de Prosopis
juliflora contra fitopatdgenos y reportaron la presencia de AY-sitosterol, prosopidiona un
terpeno dicetonico y tres alcaloides secojuliprosopinal, 3'oxojuliprosopino y juliprosopino, los
autores mencionan que la actividad antimicrobial de los extractos metanolicos se debe al efecto
sinérgico de los alcaloides de las hojas, los cuales son solubles en agua. ElI metanol es un
disolvente polar, con el cual se pueden extraer varios tipos de metabolitos con diferente
actividad antimicrobial tales como alcaloides, glucdsidos triterpénicos, taninos, lactonas
sesquiterpénicas y compuestos fendlicos (Talibi et al., 2014). La diferente actividad de cada
extracto, de acuerdo con lo mencionado por Diaz (2016) se podria deber a varios factores: a)

especie del hongo; b) patogenicidad del hongo; c) disolvente utilizado; d) mecanismos de
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resistencia (enzimaticos, estructurales, cambio de la permeabilidad de la membrana que le

permitan aprovechar, evitar o destoxificar alguno de los compuestos presentes en los extractos

vegetales).

Cuadro 3.5. Metabolitos presentes en los extractos metandlicos de las especies evaluadas

NO. Material vegetal Alcaloides Flavonoides Terpenoides
1 Phytolacca icosandra L. + +

2 Salvia leucantha Cav. + +

3 Sapindus sapinaria L.

4 Cestrum dumetorum Schelecht

5 Prosopis laevigata (wild) +

Figura 3.13. Analisis fitoquimico por cromatografia de capa fina para determinacion de

flavonoides (A), terpenoides (B) y alcaloides (C). 1, P. icosandra; 2, S. leucantha; 3, S.
saponaria; 4, C. dumetorum; 5, P. laevigata.
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1.5.6. Modelacion del potencial de inhibicion del extracto de P. laevigata

Para determinar la concentracion minima necesaria para obtener un porcentaje de inhibicion
micelial especifico deseado, (90 o 50 %), regularmente se utilizan los modelos Probit. Sin
embargo, en este caso no fue posible utilizarlos debido a que los resultados presentaron una
tendencia no consistente entre las concentraciones utilizadas y el porcentaje de inhibicién
logrado. Por esta razon fue necesario emplear en su lugar un modelo de Regresion Polinomial
de grado 3 completo, esto es, incluyendo el término lineal, el cuadratico y el cubico. EI modelo
obtenido fue el siguiente: PIM = —5.73 + 7.12 C — 0.38 C? + 0.007 C3

El ajuste de este modelo fue bastante bueno con un valor de R? de 0.93; el modelo completo
fue altamente significativo (p<0.0001); por su parte, los coeficientes de regresion lineal y
cuadratico fueron altamente significativos (p=0.0005, y 0.0016), mientras que el termino cibico
fue significativo solo al 5 % (p=0.0484).

En la Figura 3.14 se muestra el comportamiento de este modelo, para los valores de
concentracion utilizados, de 1 al 25 %. En la figura se observa que el valor madximo de inhibicién
alcanzado en la concentracion mas alta empleada en el estudio fue ligeramente superior de 50
%. También se puede observar que en un principio al pasar de concentraciones bajas del orden
1 a 15 % la respuesta en el incremento del porcentaje de inhibicion fue muy alta, sin embargo
a partir de la concentracion de 20 % el incremento ya no es tan significativo. Se debe tener
cuidado con tratar de extrapolar los resultados de este modelo a valores mayores de
concentracion del extracto para tratar de predecir el porcentaje de inhibicion micelial, ya que
desafortunadamente para valores mayores de concentracion la tendencia del modelo no es clara

ni confiable.
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Figura 3.14. Comportamiento del modelo de Regresion Polinomial de grado cubico completo.
Para valores de concentracion del extracto de P. laevigata en el rango de 1 a 25 %.

1.6 CONCLUSIONES

El extracto metandlico obtenido de Prosopis laevigata, a una concentracion de 75 %, fue el méas
eficaz para inhibir el crecimiento micelial de C. fructicola (65.24 %), en condiciones in vitro.
Sin embargo, Bacillus spp. resulté 12.83 % mejor que P. laevigata. El aislamiento utilizado para
la evaluacidn, resultd no sensible a Tiabendazol, posiblemente debido al desarrollo de
resistencia cruzada por la aplicacion de otros benzimidazoles en condiciones de campo, y la alta
tasa de desarrollo de resistencia de la diversidad de especies de Colletotrichum. Los extractos
hexanicos presentaron baja actividad fungicida (< 12 %), lo cual los descarta como posibles
agentes fungicidas. Se utilizaron dos técnicas de bioensayo in vitro, por discos y por
envenenamiento del medio, siendo la segunda la méas efectiva para obtener porcentajes de
inhibiciébn mas altos, al entrar en contacto con el extracto inmediatamente después de la

inoculacién.
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CAPITULO IV. MANEJO in vivo DE Colletotrichum fructicola EN FRUTOS DE

AGUACATE cv. HASS

1.7 INTRODUCCION

El aguacate es un fruto perecedero con alta tasa metabdlica que resulta en una vida Gtil de tan
solo tres a cuatro semanas a temperatura y humedad relativa dptimas (Yahia y Gonzalez-
Aguilar, 1998), ademas, es un producto con alto valor para la exportacion lo cual hace que lograr
una buena calidad a su destino final sea un reto importante (Kassim et al., 2013). Cerca de 20 —
25 % de las frutas y 30 — 40 % de las hortalizas se pierden debido a practicas incorrectas
posteriores a la cosecha, durante la recoleccion, clasificacion, embalaje, almacenamiento, etc.,
sin embargo, estas pérdidas se pueden reducir en cierta medida a través de la adopcién de
métodos como cosecha en el estado de madurez adecuado, limpieza, lavado, seleccion y
clasificacion, recubrimiento con ceras, embalaje, pre-enfriado, tratamiento quimico, irradiacion,
temperatura y humedad de almacenamiento (Somesh et al., 2016). Algunas otras medidas
pertinentes para la mejora de la calidad y prolongacion del tiempo de almacenamiento del
aguacate son los tratamientos térmicos antes del empacado, acondicionamiento a bajas
temperaturas, aclimatacion hipoxica en ambientes bajos en oxigeno, uso del 1-
Methilciclopropeno (1-MCP) como inhibidor de la accion del etileno, uso de empaques
plasticos, atmosferas modificadas, atmdsferas controladas y sistemas de almacenamiento en
atmosferas modificadas y semi-activas (Kassim et al., 2013). El principal problema poscosecha
en aguacate es debido a especies del género Colletotrichum, las cuales causan sintomas tipicos

conocidos como antracnosis, caracterizados por tejido necrético hundido donde se producen
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masas de conidios color naranja. La habilidad de Colletotrichum de causar infecciones latentes
y quiescentes lo han colocado entre los patdgenos poscosecha mas importantes (Freeman et al.,
1998). Permanece quiescente, como biotrofo, durante el crecimiento del fruto y cosecha, pero
activa su desarrollo y se transforma a necrotrofo debido a los sintomas de decaimiento durante
la maduracion y senescencia una vez cosechados los frutos (Prusky y Lichter, 2007). Para el
manejo postcosecha de la antracnosis en aguacate, generalmente se han empleado fungicidas
quimicos, siendo procloraz de los mas efectivos (Muirhead et al., 1982). Sin embargo, algunas
especies de Colletotrichum han desarrollado resistencia a algunos fungicidas quimicos tales
como benzimidazoles y quinonas (Meazza et al. 2003); aunado a lo anterior, el incremento en
la demanda de alimentos naturales ha llevado a la investigacion de agentes antimicrobianos
alternativos dentro de la industria alimentaria (Temesgen et al., 2015). Hay muchas
investigaciones que demuestran que el uso de extractos de plantas puede ser una alternativa de
manejo de enfermedades fitopatdgenas, ademas de ser seguros para el medio ambiente y no
causar dafos a los consumidores. Los extractos de plantas que han demostrado tener actividad
inhibitoria en especies del género Colletotrichum han ido en aumento, entre las cuales se tienen:
Cestrum nocturnum (Hernandez-Albiter et al., 2007), Phytolacca tetramera (Herndmdez et al.,
2013), Prosopis juliflora (Bazie et al., 2014; Temesgen et al., 2015), Lantana camara L

(Ravneel y Anamika, 2015), Camellia semiserrata Chi (Xiangchun et al., 2015).

1.8 OBJETIVO
+« Evaluar la eficacia poscosecha del extracto metandlico de Prosopis laevigata contra

Colletotrichum fructicola en frutos de aguacate cv. Hass aplicado en diferentes tiempos
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1.9 HIPOTESIS
El extracto metanolico de P. laevigata tendra efecto inhibitorio de la antracnosis en poscosecha

de frutos de aguacate cv. Hass, el cual depende del tiempo de la aplicacion.

1.10 MATERIALES Y METODOS

1.10.1 Ensayo in vivo
Se prepararon tres concentraciones del extracto metandlico de P. laevigata (40, 60 y 80 %).
Como tratamientos se evaluaron las combinaciones de las tres concentraciones de extracto y
tres tiempos de aplicacion del extracto: i) 24 h antes de la inoculacion, ii) al mismo tiempo de
la inoculacion vy iii) 24 h después de la inoculacion, contra C. fructicola en frutos de aguacate
Hass. Se utilizaron cuatro frutos para la aplicacion de cada tratamiento, para ello se lavaron por
1 min con agua corriente, seguida de una esterilizacion superficial por inmersion de los frutos
en etanol al 70 % durante 3 min, posteriormente en hipoclorito de sodio al 1 % por 3 min, y por
ultimo, se lavaron dos veces con agua destilada esterilizada por 2 min en cada ocasion y se
secaron con papel absorbente estéril (Cai et al., 2009). Para la evaluacién del tiempo de
aplicacion del extracto, los frutos se sumergieron en el extracto i) 24 h antes de la inoculacion
con C. fructicola, ii) al mismo tiempo que la inoculacién y iii) 24 h después de la inoculacion
(Landero et al., 2013). La inoculacion se realizd colocando 30 pL de una solucion de esporas
1x108 conidios mL™. Ademas del efecto del extracto también se evalGio un fungicida comercial
Tecto® (Tiabendazol 1 gL™1), un fungicida bioldgico Solba (Bacillus spp. 1 gL ™), un tratamiento
control positivo (frutos inoculados sin aplicacion de extracto metanolico) y un tratamiento
control negativo (sin inoculacion ni aplicacion de extracto metandlico). Los frutos se colocaron

en camara humeda en condiciones estériles por 10 d a 25 °C. La severidad de la enfermedad se
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determind por observacion y se registraron los niveles de sintomas de la enfermedad de acuerdo
con el area de la superficie infectada en el fruto usando una escala de valores de 0 a 6, en la cual
se asigna una puntuacion de 1 para el caso de area superficial no infectada; 2 para niveles de
infeccion entre 0 - 5 %; 3 para >5 - 25 %; 4 para >25 - 50 %; 5 para >50 - 75 % y 6 para >75 %;

de area superficial infectada, respectivamente (Temesgen et al., 2015).

1.10.2 Disefio experimental
Los tratamientos se arreglaron mediante un disefio completamente al azar con cuatro
repeticiones, donde cada unidad experimental consistio en un fruto de aguacate inoculado.
1.10.3 Andlisis estadistico
Se realizd el andlisis de varianza considerando la estructura factorial de concentracion del
extracto (a tres niveles) y tiempo de aplicacion del extracto en relacion a la inoculacion (a tres
niveles), asi como una comparacion multiple de medias con el método de la diferencia
significativa de Tukey, con nivel de significancia al 5 %, utilizando el software SAS (SAS,

2016).

1.11 RESULTADOS Y DISCUSION

1.11.1 Ensayo in vivo
Los resultados mostraron que la concentracion de 80 % fue la mejor para inhibir el crecimiento
de C. fructicola después de 10 d de la inoculacién comparado con el control positivo, el
fungicida quimico Tecto® (tiabendazol 1 gL™?) y el fungicida bioldgico Solba (Bacillus spp. 1
gL™1). A una concentracion de 80 % se obtuvo un valor promedio de severidad de 1.9, lo cual

representa menos de 5 % de superficie infectada (Figura 4.1). No se observd diferencia
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significativa entre los tratamientos de aplicacion de las concentraciones de 40 y 60 %, usando
la prueba de Tukey al 5 % de significancia (Cuadro 4.1). Se observé una relacién directamente
proporcional entre la concentracion del extracto y el efecto inhibitorio, a mayor concentracion,
mayor efecto inhibitorio. (Figura 4.1).

Cuadro 4.1. Comparaciones de medias para los valores de inhibicion a diferentes
concentraciones de extracto de P. laevigata, y tres tiempos de aplicacion.

Concentracion Media tiempos de Media
Extracto (%) aplicacién
P. laevigata 80 % 1.91¢! 24 h antes 2.4 ab
P. laevigata 60 % 2.16 bc Al mismotiempo  23b
P. laevigata 40 % 2.5abc 24 hdespués 3.25a

Bacillus spp. (1 gL™?) 3.08 ab
Tiabendazol (1 gL?) 3.58 al

DSH? 1.09 0.85

1: Medias con las mismas letras no son estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05)
2 Diferencia Significativa Honesta de Tukey

4 A

a

351 ab
ge]
S 34
2 abc
D 25 1 bc
D C
» 2
(5}
15 -
L=
S 1A
>

0.5 A

0
80 60 40 Bacillus spp. Tiabendazol

Concentracion
Figura 4.1. Efecto de la concentracion de extracto metandlico de P. laevigata en la inhibicion

de C. fructicola en frutos de aguacate Hass. Barras con las mismas letras no fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05)
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El tiempo de aplicacion con mejores resultados fue cuando el extracto se aplicd al mismo
tiempo que la inoculacion, sin embargo no mostro diferencia significativa con la aplicacion 24

h antes de la inoculacion (Figura 4.2).

3.5 1 a
2 3?7 b
a
2 75 | b
>
o 2
(7]
L 15 1
S
S 14
o
> 05 -
0
24 hr antes Al mismo tiempo 24 hr después

Tiempo de aplicacion
Figura 4.2. Efecto del momento de aplicacion del extracto metanolico de P. laevigata en la

inhibicion de C. fructicola en frutos de aguacate Hass. Barras con las mismas letras no fueron
estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05)

En la Figura 4.3 se muestra la actividad antifungica in vivo del extracto metandlico de P.
laevigata contra C. fructicola, determinada por la cantidad de superficie afectada asignando un
valor a la severidad, lo cual muestra que el extracto puede ser una fuente potencial de
compuestos antifangicos al haber menos superficie afectada en aquellos frutos tratados a una
concentracion de 80 % aplicado al mismo tiempo que la inoculacion con C. fructicola, ademas
los extractos, como sus compontes, son mas susceptibles a la degradacion, de acuerdo con
Chirinos (2009), las principales ventajas del uso de los extractos naturales son i) Por ser
biodegradables no producen desequilibrios en el ecosistema, al ser de origen vegetal estos
bioplaguicidas provocan un impacto minimo sobre la fauna benéfica, son efectivos contra

enfermedades y no tienen restricciones toxicolégicas. ii) Son conocidos por el agricultor ya que
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generalmente se encuentran en su medio. iii) La mayoria de los extractos tiene diversos usos,
como es el caso de aquellos empleados por sus propiedades terapéuticas y efectos repelentes,
entre otros. iv) Su rapida degradacion disminuye el riesgo residual en los alimentos. v) Algunos
pueden ser usados poco tiempo antes de la cosecha. vi) Muchos de estos compuestos no causan

fitotoxicidad. vii) Desarrollan resistencia mas lentamente que productos sintéticos

Se han reportado varios estudios enfocados a tratamientos poscosecha en el control del género
Colletotrichum, Temesgen et al., 2015 encontraron que los extractos de Prosopis juliflora y
Lantana camara fueron los més efectivos para reducir el crecimiento micelial, desarrollo de
conidios y desarrollo de la enfermedad causada por C. gloeosporioides en frutos de mango,
encontrando que el efecto de los extractos dependera de la especie de planta utilizada, el método
de extraccion y el tiempo de aplicacion del extracto. La maxima reduccion de la antracnosis por
Prosopis juliflora fue cuando se aplicd al mismo tiempo que la inoculacion, lo cual coincide
con los resultados obtenidos en el presente trabajo. Sin embargo, Jat et al., 2013, no encontraron
diferencias entre un tratamiento pre y post inoculacién, encontrando Unicamente que la
severidad de la podredumbre azul y la enfermedad provocada por Aspergillus se redujo
significativamente en comparacion con el control con cualquier tratamiento aplicado. En otro
estudio donde se evaluo el efecto de los extractos acuosos de P. juliflora se encontr6 que la
aplicacion del extracto a una concentracion de 20 % en combinacion con un tratamiento térmico
con agua a 50 °C en frutos de platano, redujo el desarrollo de la antracnosis y mejord la vida
atil y la comercializacion sin ningun efecto perjudicial sobre las propiedades fisico-quimicas de

los frutos (Bazie et al., 2014).
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Figura 4.3. Efecto en la inhibicion de C. fructicola con extracto metandlico de P. laevigata. A.
Control positivo, B. control negativo, aplicacion del extracto 24 h antes de la
inoculacién ( C (40 %), D (60 %), E (80 %)), aplicacion del extracto al mismo
tiempo de la inoculacién (F (40 %), G (60 %), H (80 %)), aplicacion 24 h después
de la inoculacion (1 (40%), J (60 %), K (80 %)), Tiabendazol, L (antes), M (al mismo
tiempo), N (después), Bacillus spp (O (antes), P ( al mismo tiempo), Q (después).
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Para garantizar una correcta aplicacion de los extractos vegetales, los productos que sean
eficaces durante la aplicacion in vivo deben cumplir: i) el producto debe ser eficaz incluso
después de tratamientos de corta duracion; ii) el tratamiento no debe tener un efecto sobre los
parametros de calidad tales como la acidez, sabor y aroma y iii) se debe utilizar la dosis adecuada

mas baja de los tratamientos para la aplicacion practica (Tripathi y Dubey 2003).

El valor de severidad obtenido por la aplicacion del fungicida quimico Tecto® (Tiabenzol 1 gL~
1Y fue de 3.5, es decir, el valor mas alto de todos los tratamientos, esto se pudo deber a que la
capacidad para erradicar las infecciones de los fungicidas como benzimidazoles (tiabendazol,
benomil, y carbenzin) y los inhibidores de esterol (imazalil, procloraz, y propiconazole), que
proveen buen control para la antracnosis, depende en gran medida del tiempo transcurrido entre
la infeccion y la aplicacion, la ubicacién de la infeccién, y el grado de penetracion de los
patogenos en el tejido del fruto (Droby et al., 2011). Se ha documentado que el grupo de
fungicidas benzimidazoles inhiben la formacion del microtdbulo y el ensamble, la actividad en
un solo sitio facilita el desarrollo de resistencia debido a la seleccidn de genotipos de patdgenos
que producen ciertas mutaciones en el gen B-tubulina el cual puede persistir en las poblaciones
de patdgenos gracias a la seleccion disruptiva tiempo después de que el quimico ha sido retirado
(Rampersad y Teelucksingh, 2012). Se ha reportado que frutos de aguacate variedad Hass con
concentraciones bajas de calcio son mas susceptibles al desarrollo de la antracnosis, con el
resultado de que los tratamientos fungicidas poscosecha pueden ser no efectivos, lo cual puede
ser otra posible explicacion del pobre efecto inhibitorio de Tiabendazol en este estudio (Bill et

al., 2014)
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Con la aplicacion de Solba (Bacillus spp.) se obtuvo un valor de severidad de 3.0, el cual no
tuvo diferencia significativa con el tratamiento quimico con Tiabendazol y el extracto
metanolico de P. laevigata a 40 % de concentracion. Un valor de 3.0 obtenido por Bacillus spp.
representa un porcentaje de severidad en el rango de >5 - 25 % después de 10 ddi a temperatura
ambiente. Bacillus spp. solo o combinado con un fungicida puede ser usado para el control de
enfermedades poscosecha, la combinacion con un fungicida reduce las concentraciones de
fungicida sintéticos, por ejemplo, la combinacién de B. subtilis y procloraz fue mas efectivo que
cuando se aplicaron de manera separada (Bill et al., 2014) y reduce el costo de aplicacién de los
fungicidas biologicos, ademas de contribuir a la supresion del desarrollo de resistencia de los
patdgenos a los fungicidas (Janisiewicz y Conway, 2010). Sin embargo, los antagonistas
microbianos cuando se aplican solos, generalmente no tienen el 100 % de control y el control
resultante depende de la relacion cuantitativa entre las poblaciones del antagonista, es decir, se
requieren altas densidades de células antagonistas en los frutos para obtener un buen control, lo
cual reduce los margenes de beneficio (Sharma et al., 2009), asi mismo, su mayor limitacion es
que no puede controlar infecciones latentes que se inician en campo durante la fase de floracion,
madurez del fruto, en heridas hechas por manejo en la cosecha y transporte (Elangbam et al.,

2015), tal cual sucede con el ciclo de infeccion de Colletotrichum spp.

Las investigaciones mas recientes se han enfocado en el uso de recubrimientos comestibles
combinados con aceites esenciales como tratamientos poscosecha y que al mismo tiempo
aportan beneficios en la vida de anaquel del producto. En el estudio realizado por Bill et al.,

(2014) recomiendan una cubierta de quitosano + aceite de tomillo (3:1 v/v) como una alternativa
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sustentable a las actuales de aplicacion de procloraz en el control de la antracnosis en el fruto

de aguacate durante el almacenamiento.

1.12 CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que el extracto metandlico de Prosopis laevigata puede ser usado
como un biofungicida potencial para el control de Colletotrichum fructicola en poscosecha al
obtener mejor control que un fungicida quimico (Tiabenzol 1 gL™) y un fungicida biolégico
(Bacillus spp. 1 gL™?), ademas no es persistente debido a su rapida degradacion. Los mejores
resultados de inhibicion se obtuvieron con la aplicacion de extracto metandlico de P. laevigata
a 80 % de concentracién con un tiempo de aplicacion al mismo tiempo que la inoculacion. La
utilizacion de extractos de plantas provee una alternativa amigable para el control de
enfermedades fitopatogenas, ademas de ser de menor costo en investigacion, desarrollo y
registro que un fungicida quimico. Los resultados de inhibicion de los extractos dependen del
tipo de planta utilizada, polaridad del disolvente empleado para la extraccion de los metabolitos

secundarios, el tiempo de aplicacion del extracto y el tipo de microorganismo a controlar.

CONCLUSIONES GENERALES

El agente causal de la antracnosis del aguacate cv. Hass provenientes de Molango de Escamilla,
Hidalgo, fue Colletotrichum fructicola, siendo éste el primer reporte en México del hongo en

frutos de aguacate.
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El extracto metandlico obtenido de Prosopis laevigata, a una concentracion de 75 %, fue el méas
eficaz para inhibir el crecimiento micelial de C. fructicola (65.24 %), en condiciones in vitro.
Sin embargo, Bacillus spp. resultd 12.83 % mejor que P. laevigata. El patogeno utilizado para
la evaluacion, resultd no sensible a Tiabendazol, posiblemente debido al desarrollo de
resistencia cruzada por la aplicacion de otros benzimidazoles en condiciones de campo, y la alta
tasa de desarrollo de resistencia de la diversidad de especies de Colletotrichum. Los extractos
hexanicos presentaron baja actividad fungicida (< 12 %), lo cual los descarta como posibles
agentes fungicidas. Se utilizaron dos técnicas de bioensayo in vitro, por difusion de discos y por

envenenamiento del medio, siendo la segunda la mas efectiva.

El extracto metandlico de P. laevigata puede ser usado como un biofungicida potencial para el
control de C. fructicola en poscosecha. Los mejores resultados de inhibicion se obtuvieron con
la aplicacion de extracto metanolico de P. laevigata a 80 % de concentracidn con un tiempo de
aplicacion al mismo tiempo que la inoculacion. La utilizacion de extractos de plantas provee
una alternativa amigable para el control de enfermedades fitopatdgenas, ademas de ser de bajo

costo en investigacion, desarrollo y registro que un fungicida quimico.

RECOMENDACIONES
Hay varias areas de esta investigacion que requieren mayor exploracion, una de ellas es
evaluacion de la seguridad en la utilizacion del extracto metandlico de P. laevigata sin ningun
efecto perjudicial en la salud humana, al comprobar que no existe efecto toxico, se puede

continuar con el estudio de éste extracto aplicado en peliculas biodegradables en la conservacion
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poscosecha de frutos de aguacate y su efecto en las caracteristicas organolépticas y

fisicoquimicas, o bien la combinacion de Bacillus spp y extracto metandlico de P. laevigata.

También, seria conveniente, realizar la separacion y elucidacién de los metabolitos secundarios

presentes en P. laevigata y evaluar su efecto individual, o determinar la existencia de sinergismo

entre estos metabolitos sobre la inhibicién del crecimiento micelial de C. fructicola.
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ANEXO 1

EXTRACCION DE ADN

La extraccion del ADN se realiz6 a partir del micelio de nueve aislamientos puros creciendo en
PDA, mediante el método del CTAB 2 % (Doyle y Doyle, 1990) con ligeras modificaciones. Se
precalentd el CTAB 2 % en bafio maria, se agregé 1 mL de CTAB en un tubo Eppendorf de 2
mL y se colocd micelio con una punta de micropipeta, se incub6 a bafio Maria a 96 °C por 60
min y se mezcl6 a intervalos de 10 min, se centrifugd a 11,500 g por 5 min y se paso el
sobrenadante a tubos de 2 mL nuevos. Se agregd 500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1) y se agitd por inversion 10 min a temperatura ambiente, se centrifugd a 11,500 g durante
10 min;se extrajo la fase acuosa y se colocé en tubos nuevos de 2 mL; se agregaron 700 pL de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1); se agit6 por inversiéon durante 10 min y se centrifugé a
11,500 g por 10 min, se transfirio la fase acuosa a tubos nuevos de 1.5 mL con 950 pL de etanol
al 100 % previamente enfriados a -20 °C, se mezclé muy suavemente por inversién por al menos
10 veces; se incubo por 2 h a -20 °C; se centrifugd a 11,500 g durante 30 min y se decantd
evitando perder la pastilla. Posteriormente, se resuspendio la pastilla en 400 pL de agua HPLC
e incubo a 55 °C por 15 min; se afiadieron 34 uL. de NaOAc 3M y 1 mL de etanol 95 % e incubd
a-20 °C por 1 h, se lavo con 600 pL de isopropanol 70 % y centrifugd por 10 min a 11,500 g,
se secd por 30 min; se resuspendio la pastilla en 50 pL de agua HPLC; se incubd a 80 °C por
10 min y se extrajo solo la parte superior del ADN dejando 10-20 pL de sobrenadante. Por
ultimo, se dio una agitacion en vortex, se cuantificd por espectrofotometria y se almacend a -20

°C.
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